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Introduction générale

L’identification des facteurs génétiques contrdlant la variabilité des caracteres d’intéréts
agronomiques et adaptatifs est un des pivots de la gestion durable et efficace des ressources
génétiques. Cette gestion a une importance primordiale, non seulement en raison de son intérét
a court terme pour I’amélioration génétique mais aussi a plus long terme pour garantir la
sécurisation du réservoir de diversité génétique qui permettra de faire face aux nouveaux

challenges de 1’agriculture.

Le sorgho est une des especes de céréales les plus importantes en termes d’alimentation
humaine et animale au niveau mondial (FAOSTAT, 2017). Dans de nombreux pays en voie de
développement, il constitue un des pivots de la sécurité alimentaire (Frére ef al., 2011). Dans
les pays développés, ou il est principalement utilisé pour I’alimentation animale, de nouvelles
utilisations émergent pour 1'énergie et les biomatériaux (Mathur et al., 2017; Vo et al., 2017)
en raison de caractéristiques agronomiques favorables telles que la tolérance a la sécheresse et
le potentiel de rendement en biomasse. Outre ces différentes utilisations et son intérét
agronomique, sa proximité phylogénétique avec plusieurs autres especes de graminées d’intérét
et la faible complexité de son génome contribuent a son intérét a un niveau fondamental pour
la compréhension de 1’organisation du génome et de possibles transferts de connaissances vers
d’autres especes (Ming et al., 1998, Paterson et al., 2004, Paterson et al., 2009, Vermerris, 2011,
Mullet et al., 2014, McCormick et al., 2017). De nombreux programmes de sélection du sorgho
existent dans le monde avec des objectifs dépendant des contextes régionaux (types
d’utilisations, et conditions climatiques). Outre 1’adaptation aux conditions locales de cultures
(contextes pédoclimatiques et parasitaires), I’objectif majeur qui a été, et est toujours poursuivi
concerne 1’amélioration du rendement en grains. Néanmoins, la production de biomasse
végétative qui a été assez peu ciblée dans les programmes de sélection (tant au Nord qu’au Sud)
revient aujourd’hui sur le devant de la scéne, en raison de son importance pour 1’alimentation

animale et dans les filiéres de valorisation de la biomasse.

L’optimisation de la production de biomasse végétative comprend deux défis, d’une part
I’optimisation de son rendement (qui doit étre couplée ou non a de la production de grains en
fonction des contextes de valorisation ciblés) et d’autre part I’adaptation de sa composition aux

différentes utilisations.
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Dans ce contexte, trois types de caracteéres cibles principaux sont a considérer : la phénologie,
la quantit¢ de biomasse produite et sa composition. Les deux premiers vont contribuer au

rendement en biomasse et le dernier orienter le type d’utilisation possible.

L’objectif de cette thése est de contribuer a une meilleure compréhension du déterminisme
génétique de ces caracteres afin de guider le développement de variétés adaptées aux différentes

voies de production et de valorisation. Pour répondre a cet objectif, une stratégie en 3 étapes a

¢été mise en place. Dans un premier temps, le déterminisme|génétique de la durée du cycle

« semis - floraison » et de la hauteur des plantes a été analysé au sein de 3 dispositifs
complémentaires (deux populations biparentales contrastantes et un dispositif multi-parental).
Dans un second temps, la variabilité¢ de la qualité de la biomasse a été analysée sur un panel de
diversité pertinent en termes de sélection durant trois années. En outre, les interactions entre la
qualité de la biomasse, la croissance en hauteur, la durée du cycle et la sensibilité a la
photopériode ont été explorées dans une perspective de pilotage de la qualité de la biomasse
dans différentes configurations (tailles des plantes, phénologie variable, etc.) Enfin dans une
troisieme partie, le déterminisme génétique de la qualité de la biomasse a été analysé au sein
d’un dispositif de croisement multi-parental de type BackCross Nested Association Mapping
(BCNAM) (Jordan et al., 2011) intéressant non seulement en termes d’analyse génétique mais

aussi de sélection dans le but de développer des outils génomiques d’appui a la sélection.

Cette thése est structurée en quatre chapitres. Un premier chapitre présente une synthése
bibliographique visant a clarifier I’intérét du sorgho et fournir un apercu des connaissances
disponibles et des manques sur les différents caractéres ciblés. Trois chapitres présentent
ensuite les trois étapes de la thése précédemment exposées, pour lesquels une présentation plus
précise des connaissances déja disponibles vient compléter 1'introduction générale, suivi d'un
exposé¢ des stratégies mises en ceuvre et des résultats obtenus pour répondre spécifiquement aux

objectifs de cette these.
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Contexte de la theése

Cette thése a été réalisée dans le cadre d’un partenariat entre I’ Institut d’Economie Rurale (IER)
du Mali et le Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le
développement (CIRAD). L’IER est la principale institution de recherche agricole du Mali et
elle a pour mandat I’amélioration de la production et de la productivité agricole, pastorale et
aquacole pour la sécurité et la souveraineté alimentaire ainsi que pour la préservation de la santé
humaine et de la biodiversité au Mali. L’IER s’appuie pour ce faire sur un réseau de stations
couvrant I’ensemble des conditions agro-écologiques du pays. Le CIRAD est un organisme
francais ayant pour mission de contribuer au développement économique et social des régions
chaudes. Cette thése s’inscrit dans une collaboration étroite et ancienne entre ces deux instituts.
Cette thése a été financée par le projet BIOSORGH « Diversifying and optimizing biomass
sorghum value chains for Mediterranean and Semi-arid environments: an integrative approach
merging biological sciences, biomaterial development and socio economic assessment”
(financé par les fondations Agropolis (France) et Cariplo (Italie)) dont les ambitions étaient 1)
de contribuer a I’acquisition d’une meilleure compréhension de la mise en place de la biomasse
végétative tant au niveau moléculaire (réseaux de geénes) qu’au niveau de la plante entiére (i.e.
en considérant les échanges et les relations entre les différents organes), ii) d’affiner
I’identification des facteurs génétiques impliqués dans la variabilité des caractéres de
production et de qualité¢ de la biomasse végétative, iii) d’initier des actions de sélection pour
des variétés adaptées au contexte Malien (variétés double usage « alimentation humaine et
alimentation animale », iv) de développer de nouvelles valorisations de la biomasse végétative,
et v) de prendre en compte les contextes locaux et régionaux tant au niveau des conditions
pédoclimatiques, des systemes de cultures que des filieres de valorisation pour définir les

idéotypes a cibler dans les programmes de sélection.

Le projet BIOSORGH (2014-2017) impliquait, outre le CIRAD et I'[ER, 4 partenaires
complémentaires. L’université de Milan et le PTP (Parco Tecnologico Padano) assuraient avec
le CIRAD la coordination du projet et contribuaient aux analyses génétiques. Le Centre des
Matériaux des Mines d’Ales (C2MA) était impliqué dans le développement de nouveaux

débouchés (biocomposites) pour la biomasse de sorgho. Enfin 1’équipe Biens et Services des
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Ecosystémes Forestiers tropicaux (BESEF) du CIRAD contribuait a la définition des filicres de

production les plus pertinentes en fonction des contextes locaux et régionaux.

Les objectifs de cette these, initiée fin février 2014, étaient d’affiner notre compréhension de la
variabilit¢ de la production et de la qualit¢ de la biomasse pour améliorer I’efficacité des
programmes de sélection visant la valorisation de la biomasse (dans des contextes de
valorisations multiples (double usage « alimentation humaine et animale ») ou ciblés sur une
valorisation unique (énergie par exemple)). Dans ce contexte, du matériel végétal développé
dans le cadre de deux projets précédents a été¢ mobilisé pour répondre aux différentes questions

de recherches de cette théese.

Dans le cadre du projet GCP « MARS » « Improving Sorghum productivity in semi-arid
environments of Mali though integrated marker assisted selection (MARS) », deux grandes
populations biparentales ont été développées a partir de variétés élites adaptées au contexte
Malien. Une de ces populations (P118) a été utilisée dans le cadre de ce projet de thése pour
analyser les bases génétiques des différentes composantes de la durée du cycle « semis —
floraison » en combinant une approche de cartographie génétique et de modélisation

¢cophysiologique.

En outre, les lignées parentales utilisées dans le cadre du projet GCP « Enhancing sorghum
grain yield and quality for the Sudano-Sahelian zone of West Africa using the Backcross Nested
Association Mapping (BCNAM) approach » pour développer un plan de croisement
multiparental de type « Backcross Nested Association Mapping » ont été mobilisées pour
analyser les relations entre la croissance des plantes, leur phénologie et la qualité de la biomasse
végétative. Enfin une partie des populations développées dans ce projet ont été utilisées dans
cette thése pour affiner 1’analyse de I’architecture génétique de la durée du cycle « semis-

floraison » et de la qualité de la biomasse végétative.

La colonne vertébrale de cette thése a été la caractérisation phénotypique de parents et
descendances de plusieurs plans de croisements dans différents environnements. Dans ce
contexte, cette thése a impliqué une alternance de séjours entre ’IER (Mali) et le CIRAD
(France) afin de permettre I’acquisition des données phénotypiques, génotypiques et leurs
analyses. Des appuis financiers de I’ambassade de France au Mali ont contribué au bon

déroulement de ces nombreux déplacements et séjours.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

I. I. Le sorgho, une espéce « riche en ressources »

I.1- Une espéce d’intérét au niveau mondial

Le sorgho est actuellement cultivé dans une centaine de pays sur une surface totale de 44.9
millions d’hectares (FAOSTAT, 2017), données de 2014). Les plus importantes surfaces sont
situées en Afrique sub-saharienne (Soudan : 8.33 M ha, Nigéria : 5.44 M ha, Niger : 3.57 M ha)
en Inde (5.82 M ha) et aux USA (2.59 M ha). En Europe, en intégrant les pays de 1’ex union
soviétique, le sorgho représente 390 000 ha. Sur la base de ses besoins climatiques, la zone de
culture potentielle du sorgho est trés large s’étendant des latitudes 38°Sud jusqu’a 52 °Nord.
Cette zone comprend la zone de culture de la canne a sucre et la plupart des zones de production
de betterave sucriére (qui remonte quant a elle jusqu’a 60°Nord). En termes de production de
grains, qui est I’objectif principal de la production du sorgho, le sorgho occupe la cinqui¢me
place au niveau mondial (69 Millions de tonnes (Mt) en 2014) apres le mais (1037 Mt), le riz
(741 Mt), le blé (729 Mt) et 'orge (144 Mt) (FAOSTAT, 2014). Pour les pays en voie de
développement le sorgho correspond méme a la troisieéme céréale apres le riz et le mais, ce qui

peut s’expliquer par ses faibles besoins en intrants.

1.2- Un portefeuille d’utilisations possibles

Si le grain du sorgho est la premiére cible de production, le sorgho se définit plus généralement
comme une espece multi-usages. En effet, elle peut étre utilisée pour I’alimentation humaine et
animale, les biomatériaux (papier, bioplastiques, ...), et les bioénergies. Ces différentes
utilisations ne sont pas exclusives, pour une méme culture les grains pouvant par exemple étre
utilisés pour 1’alimentation humaine, les sucres solubles extraits du jus des tiges peuvent étre
utilisés pour produire du bioéthanol, et les résidus des tiges (bagasse) et les feuilles utilisées
pour I’alimentation animale, pour la production d’énergie (co-génération, biocarburant de
seconde génération) ou pour la fertilisation du sol. Par ailleurs, le rendement en bioéthanol du
sorgho, en particulier le sorgho a tiges sucrés lequel est considéré comme 1’une des cultures les
plus prometteuses pour la production d'éthanol a faible colt, est estimé a 3000 L/ha
comparativement a la canne a sucre ou le rendement en bioéthanol varie entre 3000-5000 L/ha

(Almodares and Hadi, 2009).
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L.2.1- Alimentation humaine

Prés de la moitié de la production mondiale de grain (41 % en 2003), est dédiée a I’alimentation
humaine, ce débouché étant essentiellement localisé en Afrique et en Asie (95 % de I’utilisation
alimentaire du sorgho). En Afrique, la consommation humaine représente pres des trois quarts
de I'utilisation totale et une fraction importante de la ration calorique dans la plupart des pays
producteurs. Parmi les utilisations alimentaires du sorgho, on peut distinguer les utilisations
traditionnelles impliquant des processus de transformation artisanaux et locaux (t6, galettes,
bouillies, couscous, tortillas, boissons fermentées ou non fermentées) et les utilisations mettant
en ceuvre des processus agro-industriels : malts, bicres industrielles, farine sans gluten, produits

extrudés, etc.

1.2.2- Alimentation animale

Dans les pays développés, le sorgho (grains et pailles) est actuellement essentiellement utilisé
pour I’alimentation animale (97 % de I’utilisation totale) sous forme de concentrés, fourrages
et d’ensilage. Les Etats-Unis, le Mexique et le Japon sont les principaux pays utilisateurs de
sorgho sous cette forme, suivis de 1'Argentine, de I'ex-URSS et du Venezuela. Il est aussi
important de mentionner ici, le réle clé du sorgho pour 1’alimentation animale en Afrique et en
Asie, méme si ce type de valorisation n’est pas forcément visible économiquement. En effet le

sorgho contribue significativement a I’alimentation animale lors des périodes de sécheresse.

1.2.3- Bioénergie

Depuis quelques années, le sorgho s’affirme comme une espece phare pour la production de
bioénergie (Berenji and Dahlberg, 2004, Carpita and McCann, 2008, Mathur et al., 2017, Mullet
et al., 2014, Olson et al., 2012, Rooney et al., 2007, Sarath et al., 2008, van der Weijde et al.,
2013, Vermerris et al., 2007, Fernandez et al., 2009).

La pertinence du sorgho dans ce contexte se base sur plusieurs facteurs comprenant i) un
potentiel de rendement élevé en biomasse et une composition biochimique adaptée aux
différentes voies de production de bioénergie (conversion de I’amidon du grain vs utilisation
des sucres solubles de la tige vs utilisation de la biomasse lignocellulosique), ii) une tolérance
a la sécheresse et une efficacité d’utilisation de 1’eau élevées, iii) une bonne connaissance des
exigences de la culture au niveau agronomique et iv) un fort potentiel d’amélioration génétique
(Rooney et al 2007) auxquels peut s’ajouter la flexibilité d utilisation de cette culture permettant

la mise en place de différentes schémas-d’exploitation autorisant des débouchés simultanés pour
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I’alimentation humaine (« food »), la production de bioénergie (« fuel »), I’alimentation animale
(« feed »), les biomatériaux (« food-feed-fuel », « food-fuel », « feed-fuel »...). Enfin, en raison
de la large gamme de variabilité phénotypique disponible en ce qui concerne la durée du cycle,
le sorgho constitue une plante facilement « modelable » en fonction des contraintes
environnementales et industrielles (approvisionnement des sites industriels).

En termes de production de bioénergie, trois principales stratégies d’exploitation peuvent étre

envisagées :

1) Le sorgho peut étre utilisé pour produire du bioéthanol a partir de I’amidon présent dans les
grains (Bioéthanol de premiére génération). Aux Etats-Unis, ou la trés grande majorité du
bioéthanol produit est basé sur la conversion de I’amidon, le sorgho est d’ailleurs la seconde
source de bioéthanol (10 % de la production) apres le mais (90 %). L appareil végétatif et les
résidus de la production de 1’éthanol sont utilisés pour I’alimentation animale ou la cogénération

(production simultanée d'électricité et de chaleur).

i1) Les sucres simples (saccharose, glucose, fructose) présents dans les tiges peuvent aussi, apres
pressage, €tre utilisés pour la production de bioéthanol en utilisant les processus industriels
développés pour la canne a sucre. La bagasse (résidus obtenus apres extraction des sucres de la
tige) est ensuite utilisée pour 1’alimentation animale ou la cogénération. Les grains qui ne sont
pas utilisés dans cette stratégie peuvent étre utilisés en alimentation humaine ou animale ou
pour produire aussi de I’éthanol aprés transformation de I’amidon. L’optimisation de
I’utilisation des co-produits en conservant comme priorit¢ la production de bioéthanol
permettrait de produire le bioéthanol a un coit de 250 euros / m3 en Europe centrale, de 1I’Est
et du (Grassi, 2008), un colt inférieur a celui du bioéthanol produit a partir de mais aux USA

(320 Euros / m3).

ii1) Enfin le sorgho constitue une culture de choix pour les biocarburants de seconde génération
basés sur la biomasse lignocelluosique. A ce niveau différents schémas sont envisageables.
D’une part en valorisant les résidus cellulosiques disponibles provenant des cultures de sorgho-
grain ou sorgho sucrier et d’autre part en exploitant des sorghos spécifiques a haute productivité
en biomasse (sorgho de type « Biomasse »), et ce méme en conditions pédoclimatiques
difficiles, qui en font une des plantes les plus intéressantes. Ce troisiéme scénario est encore
dépendant de la mise en ceuvre de processus industriels véritablement efficaces (Voie

biochimique ou voie thermochimique).
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1.2.4- Biomatériaux

Des tests de productions papetieres a partir de sorgho ont été réalisés et ont révélé des potentiels
de production en termes qualitatifs élevés. Ce type de débouchés est envisageable a partir de la
bagasse produite suite a 1’extraction des sucres des tiges de sorgho (Belayachi and Delmas,

1995, Jiménez et al., 1993).

La Kafirine qui est la prolamine du sorgho, la principale protéine de réserve des grains (12 %
du poids du grain) est un biopolymeére aux propriétés intéressantes pour les emballages
alimentaires biodégradables (Emmambux et al., 2004). Cette protéine peut étre extraite des

résidus issus de la production de bioéthanol a partir de I’amidon des grains.

L’acide aconitique qui est I’acide organique en plus forte concentration chez le sorgho peut étre
utilisé comme plastifiant biologique pour le polychlorure de vinyle (PVC : poly vinyl chloride).
Traditionnellement, 1’acide phtalique qui a un coit plus faible était utilis¢ (marché annuel de
500 000 tonnes/an). Cet acide est obtenu par voie de synthese a partir d’additifs pour polymeres
pour I’¢laboration de matériaux innovants. Néanmoins une toxicité des plastifiants basés sur
I’acide phtalique a récemment été mise en évidence et leurs utilisations ont été interdites en
Europe et dans d’autres pays ouvrant donc des possibilités d’utilisation pour I’acide aconitique

issu du sorgho.

Enfin récemment de nouveaux biocomposites a base de sorgho ont été développés (Vo et al.,
2017). Ces applications si elles sont actuellement relativement confidentielles ouvrent de
nouveaux marchés aux potentiels trés élevés (construction automobile, « plastiques du

quotidien » (verres en plastiques, stylos), emballages alimentaires...

1.3- Besoins pédo-climatiques, écophysiologiques et itinéraires culturaux

Le sorgho est traditionnellement une plante de jour court. Il présente une tolérance intrinseque
¢levée au stress hydrique (ses besoins en eau correspondent a 1/3 des besoins de la canne a
sucre et 2 de ceux du mais) et il présente une trés bonne efficience d’utilisation de I’eau, parmi
les plus élevées des graminées en C4 (Mastrorilli et al., 1995, Farré and Faci, 2006, Garofalo
and Rinaldi, 2013, Enciso et al., 2015), et des nutriments, lui permettant de croitre dans des
zones marginales (sols pauvres, salins...). C’est une plante exigeante en température, sa
température minimale de germination et de croissance étant aux alentours de 12-13 °C avec une
température optimale de 25-30 °C. En climat tempéré, la somme de température au-dessus de
10°C doit se situer aux alentours de 1400 (variétés précoces) a 1900°C (variétés tardives) entre

le semis et la floraison (de 100 a 130 jours). Au niveau du sol, le sorgho ne tolére pas une
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température descendant en dessous de 15°C, et il s’adapte a une large gamme de sols allant des
sols argileux jusqu’aux sols sablo- limoneux avec des PH compris entre 5 et 8.5. Méme si
plusieurs ravageurs et maladies peuvent affecter le sorgho, cette espece peut tout de méme étre
considérée comme une plante rustique relativement peu affectée par les stress biotiques.

L’ensemble de ces caractéristiques contribue actuellement a I’intérét qui est porté au sorgho.
1.4- Un réservoir de diversité vecteur de progrés génétique

Le genre Sorghum appartient a la famille des Poacées (Figure I-1), a la sous famille des
Panicoidées comme le mil et Panicum virgatum L. (Switchgrass) et a la tribu des

Andropogonées au méme titre que le mais et la canne a sucre.

Le genre Sorghum est divisé€ en cinq sections (Doggett, 1988) parmi lesquelles se trouvent la
section Sorghum composée de deux especes sauvages et pérennes (S. propinquum et S.
halepense) ainsi que d’une espece annuelle (S. bicolor). S. bicolor et S. propinquum sont
diploides (2n = 20) et interfertiles malgré leur isolement géographique. S. halepense est une
espece tétraploide (2n = 4x = 40) qui peut s hybrider avec les sorghos cultivés pour donner
I’espece S. almum (Doggett, 1988, Grenier et al., 2000). Au sein de I’espece S. bicolor, trois
sous-especes sont distinguées : la sous-espéce S. bicolor spp. Bicolor inclut les sorghos cultivés
au sein desquels on rencontre les cinq races principales (caudatum, durra, guinea, kafir et
bicolor); la sous-espece ssp. Arundinaceum, inclut les sorghos sauvages qui comprennent
quatre races (aethiopicum, arundinaceum, verticilliflorum et virgatum) avec une forte diversité
morphologique et écologique ; la sous-espéce spp. drumondii qui est issue de I'hybridation entre
les deux précédentes sous-especes. Les sorghos cultivés (S. bicolor ssp bicolor) sont représentés
par des types agronomiques tres diversifiés comme les sorghos grain, les sorghos sucrés, I’herbe
du soudan (fourrage) et les sorghos a balais (Berenji and Dahlberg, 2004). La grande diversité
morphologique et génétique rencontrée chez les sorghos cultivés a permis de développer une
classification simplifiée qui distingue cinq races botaniques principales et dix races
intermédiaires qui représentent la combinaison des cinq races deux a deux (Snowdon, 1936,

Harlan and De Wet, 1972).

L’origine, la systématique et I'évolution du sorgho ont été des sujets de discussion entre de
nombreux auteurs (De Wet and Harlan, 1971). Certains considérent que le sorgho provient
d’Afrique de 1’Ouest, d’autres de la bordure du Sahara dans la région nord-est de I'Afrique.
Dans I’état actuel des connaissances, les recherches donnent raison a Dogget (Doggett, 1965)

qui considere que le sorgho a été domestiqué il y a environ 5000 ans a partir des formes
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sauvages en Ethiopie ou se trouve la plus grande diversité du genre Sorghum. 1l se propagea
ensuite en Afrique de 1’Ouest en passant par le Soudan, le Mali et la haute vallée du Niger qui
sont devenus des centres de diversification secondaires du sorgho cultivé. Par voie maritime, le
sorgho a atteint I’ Asie avant 1’ére chrétienne, 1’Inde d’abord puis la Chine ou I’on rencontre les
sorghos kaoling. L’arrivée du sorgho en Europe date de I’époque romaine. Il s’est ensuite
diffusé aux Etats-Unis vers la moitié du XIXe siécle par I’intermédiaire de la traite des noirs.

Aujourd’hui, la plante originaire d’Afrique se trouve sur tous les continents.

I1. La floraison, une étape clé en termes évolutifs et agronomiques

Comme mentionné précédemment, la biomasse végétative peut étre exploitée dans différentes
filicres de valorisation (alimentation animale, bioénergie, biomatériaux). L’ensemble de ces
filicres nécessite de hauts rendements de production de biomasse et 1’adaptation de la qualité
de la biomasse aux attentes des transformateurs et des producteurs. Au sein de cette partie, nous
soulignerons I’importance de la phénologie dans le processus de production de la biomasse,

puis nous décrirons les composantes de la qualité de la biomasse.

La floraison d’une plante marque le passage du développement végétatif au développement
reproductif. En d’autres termes il marque la fin d’une phase d’accumulation de biomasse
végétative et le passage vers une phase de développement des semences qui assureront la
pérennité de I’espece. Dans un contexte visant 1’optimisation de la production de biomasse, la
floraison peut donc étre considérée comme un « coup d’arrét » a une phase « favorable »
d’accumulation. En outre, la transition entre ces deux phases de développement s’accompagne
de modifications des allocations de ressources carbonées aux différents organes de la plante qui

affectent donc en profondeur la taille et la composition des organes végétatifs.

Le pilotage de la date de floraison et la compréhension des impacts de cette transition
« végétative — reproductive » sont donc des aspects clés pour optimiser la production et la
qualité de la biomasse. L’analyse du déterminisme génétique de la floraison fait 1I’objet d’études
intensives chez le sorgho en mobilisant des approches de génétique moléculaire, d’analyse du
transcriptome et de validation fonctionnelle (Tableau I-1). Néanmoins ces analyses ont été pour
leur grande majorité focalisées sur des génotypes non sensibles a la photopériode ou sur des
croisements entre génotypes trés contrastants (non sensibles vs trés sensibles) ne permettant pas
une analyse fine des mécanismes impliqués dans le controle de la floraison au sein du pools de
génotypes photopériodiques. Le déterminisme génétique de la floraison ainsi que les

interactions entre le cycle « semis — floraison » et la qualité de la biomasse faisant 1'objet du
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deuxiéme et du troisieme chapitre de ce document, une revue plus approfondie de I'état de I'art

sur la floraison du sorgho est donc présentée en introduction du second chapitre.

I11. La qualité de la biomasse

Si le rendement en biomasse est le premier caractére a cibler pour des utilisations dans les
filicres de valorisation de la biomasse, sa composition et ses propriétés physiques qui
définissent sa « qualité » sont aussi importantes pour optimiser sa transformation. En effet, les
propriétés optimales de la biomasse dépendent largement des produits finis ciblés. La
production d’ensilage ou de fourrages pour I’alimentation animale requiert par exemple une
biomasse tres digestible et riche en énergie (amidon). A I’opposé, la qualité des bio-composites
produits a partir de biomasse végétale patira de I’utilisation de biomasses fortement digestibles

et riches en sucres solubles et en amidon.

En amont de la sélection de variétés dédiées aux différents types d’utilisations, il est donc
primordial de caractériser précisément les attentes des différentes filicres au niveau de la
composition et de la structure de la biomasse. Cette phase passe en premier lieu par une

caractérisation précise de la composition et de la structure de la biomasse végétale.

I11.1- Les composantes de la qualité de la biomasse

En fonction des contextes d’utilisation de la biomasse, ce sont soit des plantes entieres (tiges,
panicules et feuilles) soit des organes isolés (tiges uniquement) qui seront valorisés. Dans le
premier cas, le facteur principal impactant la composition de la biomasse correspond aux
proportions des différents organes composant la biomasse, les proportions de grains, tiges et

feuilles pouvant en effet étre trés variables en fonction des types de plantes utilisées.

Dans un second temps, il est aussi intéressant de s’intéresser a la composition spécifique des
différents organes. Pour les variétés utilisées dans le cadre des filieres de valorisation de la
biomasse, la tige est I’organe qui contribue le plus a la biomasse végétative. Au sein de la tige,
ce sont les parois des cellules et notamment leurs parois secondaires qui contribuent le plus
largement a la biomasse totale. Par ailleurs, la tige est composée d’une moelle riche en sucres
solubles contenus dans les vacuoles des cellules et élaborés par la photosynthese. Ils sont de
deux types : des sucres réducteurs facilement métabolisés par la plante, le glucose et le fructose,
et un sucre de réserve, le saccharose (disaccharide formé d’un glucose et d’un fructose relié¢ par

une liaison osidique) qui est la forme la plus fréquente du transport des glucides dans la seéve
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d’hémicellulose et de lignines (Hendriks and Zeeman, 2009). Les celluloses (40 a 60% de la
paroi) et hémicelluloses (20 a 40% de la paroi) sont des chaines de polysaccharides. La lignine
est un polymeére rigide inclus dans ce réseau et contribue a 10 a 25% de la biomasse des parois.
Outre ces composés principaux les parois contiennent aussi des pectines, des protéines et

d’autres composés mineurs.

Les proportions de ces différentes composantes et leurs compositions intrinseéques (proportion
des monomeres de la lignine, composition des hemicellulose, ...) ainsi que leurs imbrications

contribuent a la définition de la qualité de la biomasse.

I11.2- Déterminisme génétique de la qualité de la biomasse

En termes de qualité de la biomasse, trois principaux groupes de caracteéres d’intérét ont déja
été travaillés chez le sorgho. Il s’agit des caracteres liés a la composition du grain (teneur en
amidon et en protéines pour des utilisations en énergie de premicre génération), a la digestibilité
des parois cellulaires et ses composantes (teneur en lignines, en cellulose, accessibilité a la

cellulose...) et au métabolisme des sucres solubles de la tige.

Pour ces différents caractéres, des analyses de génomique fonctionnelle basées sur des mutants
ou au travers d’analyse du transcriptome, des analyses de QTL au sein de familles biparentales,
de panels de génétique d’association ou de dispositifs multiparentaux ont été réalisées quasi
systématiquement (Tableau I-1). Ces analyses ont permis I’identification d’un premier
catalogue de génes candidats et de régions chromosomiques potentiellement responsables de la
variabilit¢ naturelle des caracteéres impliqués dans la qualit¢ de la biomasse. Néanmoins
I’identification précise des genes responsables de la variabilité naturelle des caractéres d’intérét
reste encore a étre complétée pour fournir des outils de sélection assistée par marqueurs
véritablement pertinents.

En paralléle a ’exploitation de la variabilité naturelle pour 1’identification des déterminants
génétiques des caractéres d’intérét énergétiques, des banques de mutants EMS (éthyle méthyle
sulfonate) ont été créés (Xin et al., 2008). Ces banques contiennent des mutants intéressants
pour les aspects énergétiques (Sattler et al., 2014) et permettront sans aucun doute des avancées
spectaculaires au niveau de I’identification des geénes candidats les plus intéressants et de la
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les caractéres cibles. En outre,
des méthodes de transformation génétiques rapides et efficaces ont été développées chez le

sorgho (Jiang et al., 2013, Liu et al., 2014, Liu and Godwin, 2012).
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Iv. La sélection du sorgho

Le sorgho est une espece diploide (2n=10), monoique et préférentiellement autogame. La taille
de son génome est de 1600 cM et 750 Mb (Paterson ef al., 2009). L’autogamie n’est pas stricte,
6% de pollinisation croisée est observée chez les formes a panicule compacte (Doggett, 1988)
et jusqu’a 30% chez certains sorghos fourragers ou de race guinea a panicule lache (Ollitrault,

1987, Chantereau et al., 1994).

L’amélioration génétique du sorgho a commencé avec sa domestication. Les premiers acteurs
de la sélection variétale ont été les agriculteurs qui ont toujours cherché a adapter les cultivars
a leurs environnements et a leurs besoins alimentaires. Ainsi, les agriculteurs sont responsables
en grande partie de la variabilité des caractéres morphologiques et physiologiques que 1’on
rencontre de nos jours chez les sorghos cultivés (Chantereau et al., 2013). Néanmoins, les
variétés locales présentent une variabilité génétique d’une plante a I’autre en raison de
l'allogamie résiduelle. Si cette variabilité offre une capacité d’adaptation a la variabilité des
conditions environnementales elle réduit aussi I’homogénéité de la récolte et potentiellement
les gains génétiques possibles. La sélection du sorgho a dans ce contexte visé a
professionnaliser les actions de sélection pour augmenter les gains génétiques et répondre a la

diversité des attentes des utilisateurs.

IV.1- Les cibles premieres de la sélection du sorgho pour les
environnements tempérés

Les premiers travaux d’amélioration du sorgho pour les environnements tempérés ont été
entrepris aux USA au début du XXe siccle a partir des sorghos introduits d’Afrique. Les
objectifs principaux étaient I’augmentation de la productivité, de la précocité et la réduction de
la taille des tiges. Dans ce contexte, un programme de conversion (Stephens et al., 1967a) a été
initié et a permis 1’élimination du caractére de sensibilité¢ a la photopériode et une réduction
drastique de la taille des génotypes par l'introduction de génes de nanisme permettant la
mécanisation de la culture. Ce travail a permis de rendre accessible le germoplasme africain
aux programmes de sélection américains. Suite a ces initiatives, les premier hybrides (milo /

kafir) ont fait leur apparition aboutissant a une avancée importante des rendements.
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IV.2- La sélection du sorgho en Afrique de I’Ouest

1V.2.1- Un début difficile : I’échec « relatif » du modéle de révolution verte

Jusqu’a trés récemment, I’amélioration du sorgho en Afrique de I’Ouest a uniquement ciblé le
développement de variétés de type « lignées pures ». Avant 1960, la sélection du sorgho en
Afrique de 1’Ouest consistait a augmenter la productivité du sorgho par I’amélioration du
matériel local en utilisant la sélection massale afin de mettre rapidement a la disposition des
paysans des variétés améliorées. Suite a la révolution verte des années 1960 et 1970 dans les
pays développés, des variétés modernes de sorgho ont été développées pour les pays en voie de
développement sur le méme modele (élimination du photopériodisme, taille courte...). Ces
variétés de sorgho ont été peu adoptées (Dingkuhn et al., 2006, Chantereau et al., 2014), et
plusieurs raisons peuvent étre évoquées :
e Une faible intensification des méthodes de production alors que les variétés

nécessitaient des apports significatifs d’intrants et un suivi des cultures précis

e Une faible plasticité des variétés face a la variabilité des conditions

environnementales rencontrées en Afrique de I’Ouest
e Des qualités technologiques des grains peu adaptées aux utilisations traditionnelles

e Un transfert d’information trop limité vers les agriculteurs concernant les bonnes

pratiques d’utilisation.

1V.2.2- Une approche plus proche des attentes des agriculteurs et des

contextes locaux : la sélection participative

Dans le courant des années 1980, des approches de sélection participative prenant mieux en
compte les contextes locaux de production et de valorisation ont été initiés. Les premiers
programmes de sélection participative véritablement formalisés ont vu le jour a la fin des années

1990 (Chantereau et al., 2014).

1V.2.3- Les objectifs actuels de la sélection en Afrique de I’Ouest

Aujourd'hui, le principal objectif de sélection en Afrique de 1I’Ouest reste 1’augmentation du
rendement en grain afin de répondre aux enjeux de sécurité alimentaire. Cette amélioration du

rendement doit cependant s’effectuer dans un contexte « en tension » :
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e D’une part I’objectif est d’accompagner la transition d’un systéme extensif a un
modele plus intensif nécessitant un apport d’intrants plus important.

e D’autre part, malgré les soutiens des programmes agricoles, I’acces des agriculteurs
aux intrants est encore limité

e La variabilité des conditions climatiques et pédologiques tant au niveau spatial qu’au
niveau temporel est trés large

e Enfin, I’amélioration doit prendre en compte la nécessité de transition de I’agriculture
vers un modele plus respectueux de I’environnement, limitant donc 1’utilisation aux

intrants et valorisant les interactions bénéfiques entre la variété et son milieu.

Outre la cible « rendement en grains », il est aussi clair que la qualité du grain et 1’adaptation
locale des variétés développées (résistance aux insectes, compétition avec les adventices,
adaptation aux conditions climatiques (régime des pluies erratiques) sont des conditions sine

qua non a I’adoption des variétés.

Enfin, dans le contexte d’ Afrique de I’Ouest, ou la biomasse végétative de sorgho est valorisée
pour I’alimentation animale, les caracteres de rendement en fourrage et sa qualité sont critiques

pour le développement de nouvelles variétés.

IV.2- Les méthodes de sélection du sorgho

Les méthodes de sélection généalogiques sont les plus utilisées chez le sorgho pour
développer des lignées pures. Le principe général de la sélection généalogique est de
sélectionner au sein de populations diverses (F2, M2 issu d’un traitement mutagene) les plantes
les plus intéressantes. Les descendances de ces plantes obtenues par autofécondations sont

suivies et sélectionnées en « panicule-ligne ».

Les rétrocroisements sont aussi souvent utilisés dans le cas de nécessité d’introgression de
caracteéres oligogéniques dans des fonds génétique é¢lites. Cette stratégie a été mobilisée a
grande échelle dans le cadre du programme de conversion américain, ou I’insensibilité a la
photopériode et le caractére taille courte ont été introduits dans du matériel africains pour

permettre son utilisation en conditions tempérées.

La sélection récurrente a aussi été utilisée dans de nombreux cas. Dans ce contexte, I’objectif
est d’améliorer une population a base génétique large dont les géniteurs portent des caractéres
cibles de la sélection tout en conservant au mieux la diversité génétique disponible dans les

différentes générations de sélection. Cette stratégie fait souvent appel a 'utilisation de geénes de
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stérilité génique (ms3) qui sont introduits par rétrocroisements dans les lignées fondatrices de
la population. Les populations en recombinaisons sont ensuite soumises a une pression de
sélection qui va permettre d’augmenter la fréquence des all¢les favorables.

Les trois méthodes présentées jusqu’ici visent le développement de lignées pures qui peuvent
étre valorisées directement ou qui peuvent ensuite étre utilisées comme lignées parentales pour
la production d’hybrides. Chez le sorgho, un fort hétérosis justifiant le développement
d’hybrides F1 a été mis en évidence (sans mettre en avant 1’intérét économique pour les

entreprises de sélection privées).

En raison du régime de reproduction principalement autogame du sorgho, la sélection pour des
variétés hybrides implique 1'utilisation d'un systeme de stérilit¢ male cytoplasmique (CMS).
Les lignées males doivent étre « restaureuses de fertilité¢ » (matériel R), tandis que les lignées
femelles doivent étre mainteneuses de la stérilité (matériel B). Les meilleures lignées femelles
sont ensuite stérilisées par rétrocroisement pour donner des lignées males stériles (matériel A).
La sélection se fait donc de fagcon indépendante dans les deux pools parentaux (R et B) et les
idéotypes cibles de ces deux pools sont relativement différents. Les lignées A/B doivent étre de
bonnes productrices de semences, de tailles courtes et de floraison homogene. En
complémentarité, les lignées males doivent outre leurs caractéristiques agronomiques

classiques (rendement, qualité...) étre de bonnes pollinisatrices.

IV.4- Optimiser ’efficacité de la sélection au travers de I’utilisation de

I’information moléculaire

L’efficacité des méthodes de sélection présentées ci-dessus, définie ici comme le gain
génétique par unité de temps pour un investissement donné, dépend de la capacité de 1’équipe
de sélection a :

e identifier au plus tot les meilleurs génotypes

e définir le plus précisément possible la valeur des génotypes

e définir les croisements les plus pertinents

e piloter la diversité génétique disponible

Ces différentes actions peuvent étre facilitées au travers de 1’utilisation des informations
moléculaires.

L’information moléculaire peut étre, dans le contexte de la sélection, scindée en deux classes :
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e [’information relative a des régions du génome ou des alléles impliqués dans le
contrdle génétique des caracteres cibles de la sélection,
¢ L’information correspondant aux zones du génome qui ne sont pas directement

impliquées dans la manipulation des caracteres cibles de la sélection.

En fonction des phases de sélection, I’objectif sera de maintenir ou de réduire la diversité de
ces deux classes d’information moléculaire. L’acces a ces deux classes d’information nécessite
une analyse du déterminisme génétique des caractéres cibles, cette étape pouvant étre réalisée

en amont des actions de sélection ou au sein des actions de sélection.

L’analyse du déterminisme génétique des caractéres d’intérét fait appel a différentes
méthodologies (détection de génes majeurs, QTL, GWAS, recherche de signatures de sélection)
et populations d’études (populations biparentales, populations peu ou pas apparentées,

populations multiparentales).

Chez le sorgho, Mace et Jordan (Mace and Jordan, 2010) ont répertorié I’ensemble des geénes
majeurs détectés a ce jour chez cette espece. Cette information, cruciale pour piloter les
caracteres cibles de ces genes, est aussi tres utile dans le cadre de croisements biparentaux pour
piloter la manipulation de QTL dont I’effet se situe entre celui de ces génes majeurs en utilisant
le phénotype de ces génes majeurs comme des marqueurs génétiques. En 2011, les mémes
auteurs (Mace and Jordan, 2011) ont fait une synthése des analyses QTL menées sur le sorgho
entre 1995 et 2010. L’ensemble de ces études ont permis la mise en évidence de 771 QTL
détectés pour 161 caracteres différents. De nouvelles études QTL ont été réalisées depuis cette
synthése et ont permis d’enrichir la bibliothéque de régions chromosomiques d’intérét.
Néanmoins I’ensemble de ces QTL ont été assez peu utilisés jusqu’a présent dans le cadre de
programmes de sélection publique. Plusieurs raisons peuvent étre mises en avant : i) la
relativement faible transférabilit¢ des QTL entre populations, ii) le manque de diffusion des
bonnes pratiques liées a I’intégration des marqueurs dans les programmes de sélection, iii) la

relative difficulté d’acces aux méthodologies de génotypage...

Quelques cas d’implémentations de sélection assistée par marqueurs sont tout de méme a noter.
Des QTL de stay-green (effet forts) ont notamment été intégrés dans des variétés élites par
rétrocroisement assistés par marqueurs (Harris et al., 2006, Hash et al., 2003, Kassahun et al.,
2010). Un projet de sélection récurrente assistée par marqueurs visant I’amélioration conjointe
de la productivité et de la qualité du grain pour son utilisation pour le T6 a notamment ét¢ mené

a bien dans le cadre d’une collaboration CIRAD —IER (Guindo, 2016).
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D’autres études de sélection récurrente assistée par marqueurs ont été également réalisées chez
le sorgho (Ejeta and Knoll, 2007, Xu and Crouch, 2008, Mohamed et al., 2014). 11 est important
de noter que ces cas d'implémentation de sélection assistée par marqueurs ont ét¢ menés dans
des populations biparentales et que leurs résultats sont difficilement extrapolables a d'autres

populations.

Pour pallier a ces limites et étendre la connaissance du déterminisme génétique des caractéres
d'intérét a 'ensemble de la diversité génétique susceptible d'étre utilisée dans un programme de
sélection, des stratégies complémentaires mettent en ceuvre des panels de génotypes peu ou pas
apparentées et présentant des histoires de recombinaisons plus complexes ont été développées.
Les approches de génétique d’association permettent en outre d’améliorer la résolution de la
cartographie des régions chromosomiques d’intérét. Cette stratégie a été, et est encore,
largement mobilisée chez le sorgho et contribue a enrichir la bibliothéque de régions
chromosomiques d’intérét. Néanmoins cette stratégie présente aussi des limites (déséquilibre
des fréquences alléliques induisant une perte de puissance, difficulté¢ de transfert des zones

identifiées dans des fonds élites).

Aussi, des stratégies combinant les avantages des approches biparentales et de génétique
d’association ont émergées grace a I’utilisation de populations multiparentales (Nested
Association Mapping (NAM) (Yu et al., 2008), Backcross Nested Association Mapping (BC-
NAM) (Jordan et al., 2011), multi-parent advanced generation intercross (MAGIC) (Kover et
al., 2009) combinées a des stratégies d’intégration des informations phénotypiques et

moléculaires originales.

V. Améliorer la compréhension du déterminisme génétique de la
production et de la qualité de la biomasse : stratégie

Pour contribuer a la compréhension du déterminisme génétique de la production et de la qualité
de la biomasse, une stratégie en 3 étapes a été développée au cours de ce travail de thése et est

présentée dans la suite de ce document.

Dans un premier temps, le déterminisme génétique de la durée du cycle « semis — floraison » a
¢été analysé en combinant I’analyse de populations biparentales (P118, BC06) et multiparentales

(BCNAM), et en combinant des approches de génétique et de modélisation écophysiologique.

Dans un second temps, les relations entre la qualité de la biomasse, la croissance, la durée du

cycle et la sensibilité a la photopériode ont été explorées sur les parents du dispositif BCNAM.
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Dans un troisieme temps, le déterminisme génétique de la qualité de la biomasse a été analysé

sur le dispositif multiparental BCNAM.

Ces différentes étapes ont été ancrées sur un large nombre d’expérimentations de terrains qui
ont été mises en place entre 2010 et 2015 au Mali (Tableau 1.2). Ces essais au champ ont été

basés sur I’utilisation de différentes populations :

La population biparentale P118 issue du projet GCP MARS

La population biparentale BC06 issue du projet GCP BCNAM

Un panel de lignées correspondant aux parents récurrents et donneurs du dispositif de
croisement multiparental BCNAM développé dans le cadre du projet GCP BCNAM
Un ensemble de 29 populations (environ 1400 familles BC1F4) issu du dispositif de

croisement multiparental BCNAM mentionné ci-dessus.
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Chapitre II : Etude du déterminisme génétique de la floraison et
de la hauteur des plantes chez le sorgho

I. La date de floraison et la hauteur des plantes : des caractéres clés de la
sélection chez le sorgho

I.1- La date de floraison : des stratégies de sélection mouvantes et une
connaissance du déterminisme génétique encore fragmentaire

L.1.1 — La date de floraison : des stratégies de sélection « mouvantes »

La floraison, étape incontournable dans le cycle de vie d’une plante, est un caractere
agronomique important qui contrdle 1’adaptation des plantes a leur environnement. Le contrdle
de la transition entre les phases végétative et reproductive est généralement sous la dépendance
de deux signaux environnementaux : la durée du jour (ou photopériode) et la température
(Quinby et al., 1973). A ces signaux exogenes, s’ajoutent des signaux endogenes
principalement liés au développement de la plante (Amasino and Michaels, 2010). L’interaction
de ces signaux permet de synchroniser la date de floraison avec les conditions
environnementales favorables, permettant ainsi une adaptation optimale au milieu et une

optimisation du succes reproducteur (Simpson et al., 1999).

On considere généralement trois types de comportements des plantes en fonction de leur
réponse a la photopériode : les plantes de jours courts (nyctipériodiques), les plantes de jours
longs (héméropériodiques) et les plantes indifférentes a la durée du jour (Thomas and Vince-
Prue, 1996). Le sorgho, (Sorghum bicolor ssp bicolor) comme le mil (Pennisetum glaucum), le
mais (Zea mays), le soja (Glycine max) sont des plantes photopériodiques de jour court (Garner
and Allard, 1923a), c’est-a-dire que I’induction florale se produit lorsque la durée du jour
descend en dessous d’un seuil critique (photopériode critique) qui est caractéristique de la
variété. De manicre générale, les écotypes de sorgho Africain présentent différents niveaux de
sensibilité par rapport a la variation de la durée du jour, contrairement aux régions tempérées

ou les sorghos ont été sélectionnés pour étre tres largement insensibles a la photopériode.

En régle générale, le climat tropical est caractérisé par des pluies d’été et les céréales doivent

donc fleurir a ’automne afin de permettre une maturation des grains apres les pluies dans des
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conditions suffisamment séches. Le photopériodisme de jours courts offre permet aux plantes

cette capacité d’adaptation.

Cette adaptation est particuliecrement importante dans les zones soudano-sahéliennes
caractérisées par de faibles précipitations, ou la saison de culture est monomodale (une seule
saison par an) et se déroule en condition de jours décroissants c’est a dire de mai a aolt (Figure

1-1).

Chez les variétés précoces non photopériodiques, la maturation des grains a lieu avant la fin de
la saison des pluies, ceux-ci sont donc altérés par les moisissures, les attaques d’oiseaux ou
d’insectes. Par contre les variétés photopériodiques a floraison tardive échappent a ce
phénomeéne sauf en cas de sécheresse post florale pendant laquelle celles-ci épuisent les réserves

en eau du sol avant la fin du remplissage des grains provoquant ainsi I’échaudage (Curtis, 1968).

La sensibilit¢ a la photopériode (photopériodisme) des sorghos provoque alors un
raccourcissement du cycle lorsque le semis est retardé favorisant ainsi une floraison groupée
avec la fin de la saison des pluies (Garner and Allard, 1923a, Cocheme and Franquin, 1967,
Curtis, 1968, Andrews, 1973, Vaksmann et al., 1996, Kouressy Mamoutou, 2006). En fonction
des écotypes de sorgho et notamment de leur sensibilité a la photopériode, la durée entre le

semis et la maturité des grains peut varier de 90 a 190 jours (Vaksmann et al., 1996).

Les efforts de sélection sur le sorgho en Afrique de I’Ouest, au cours des 40 dernicres années,
ont essentiellement porté sur la réduction de la taille des plantes et du nombre de talles, la
précocité (¢limination de la sensibilité au photopériodisme et raccourcissement des cycles de

développement) et I’optimisation de I’indice de récolte.

Outre la faible adoption de ces variétés améliorées par les paysans, 1I’élimination de la sensibilité
au photopériodisme « postulat fondamental de la révolution verte » (Swaminathan, 2006b) a
induit a une diminution considérable du rendement en paille (biomasse végétative) en raison du
raccourcissement du cycle et de la taille des plantes. Cette conséquence des stratégies de
sélection peut, en partie, expliquer la faible adoption des variétés améliorées par les paysans
(Yapi et al., 2000, Stoop et al., 1982) . La suppression de la sensibilité au photopériodisme a
également entrainé une réduction du rendement en grains car les nouvelles variétés manquent

de souplesse d’adaptation face aux aléas climatiques.

Une des raisons de la volonté d’élimination du caractére de sensibilité¢ a la photopériode

s’explique par le fait que les sélectionneurs pensaient que ce dernier était incompatible avec
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I’augmentation de la productivité en raison notamment du grand nombre de feuilles
développées (Sapin, 1983). En 1998, Kouressy et al, montrent néanmoins qu’il est possible de
concilier les caractéres de sensibilité a la photopériode et de productivité dans une méme
variété.

C’est a partir des années 2000, que le photopériodisme a été réintroduit comme critére de
sélection dans les programmes de sélection du sorgho en Afrique. Depuis quelques années, les
programmes de sélection en pays tempérés (USA, Europe) redécouvrent aussi I’intérét de ce
caractere qui, en retardant la floraison, permet d’améliorer la production de biomasse qui est un

caractere clef pour les filieres visant la valorisation de la biomasse (énergie, biomatériaux,

bioraffinerie...) (Olson et al., 2012).

1.1.2— Les composantes de la longueur du cycle chez le sorgho

Comme mentionné auparavant, la durée du cycle « semis-floraison » du sorgho est un parametre
clé de son adaptation dans différentes zones agroclimatiques. Elle dépend de plusieurs facteurs
qui peuvent é&tre d’origine interne (précocité intrinséque du génotype) ou des stimuli
environnementaux, mais également de facteurs externes tels que la date de semis et la latitude
du milieu. La plupart des variétés locales de sorgho rencontrées dans les zones soudano-

sahélienne sont de grandes tailles et trés photopériodiques.

Chez ces variétés, la durée de la période allant du semis a I’initiation paniculaire (Figure I1-2)
(Kouressy et al., 2008c), est fonction non seulement de la durée minimale de sa phase végétative

mais également de la longueur du jour.

Pour une variété treés sensible a la photopériode, la longueur du cycle est allongée lorsque le
semis est réalisé en condition de jours longs. Ces variations de durée du cycle sont trés marquées
pour les variétés photopériodiques (allant jusqu’a 190 jours) tandis que pour les variétés non

photosensibles le cycle reste inchangé (Figure 11-3).

Par ailleurs, la durée du jour augmente avec la latitude. C’est pourquoi, une variété semée sous
une basse latitude (durées du jour plus courtes) fleurira plus tot que si elle était semée a une
latitude plus élevée. Un autre facteur indirect, la date de semis, intervient également dans la
variation de la longueur du cycle des variétés photosensibles. Chez ces variétés, un retard de
semis entraine une réduction de la durée du cycle, ce qui a pour conséquence d’induire une

floraison groupée a la méme période indépendamment de la date de semis.
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1.1.3— Déterminisme génétique et moléculaire de la longueur du cycle chez le
sorgho

La compréhension des mécanismes moléculaires controlant la transition entre la phase de
croissance végétative et la phase de reproduction a fait 1’objet de nombreuses études chez

certaines especes comme le riz, le mais, 1’orge...

Au cours des derniéres années, les approches de génétique moléculaire développées chez le
sorgho (Cuevas et al., 2016, Wolabu et al., 2016, Murphy et al., 2014b, Yang et al., 2014b,
Yang et al., 2014c, Bangbol Sangma, 2013, Murphy et al., 2011b, Childs et al., 1997a) ont
facilit¢ notre compréhension des mécanismes moléculaires controlant 1'induction

photopériodique de la floraison chez cette espece.

Chez le sorgho, 6 loci influengant la maturité ont été identifiés (Quinby, 1967a, Quinby, 1966a)
(Tableau II.1). Tous ces loci sont impliqués dans le controle de la date d’initiation florale et
donc la durée de la croissance végétative du sorgho. Il existe de nombreuses interactions entre
ces 6 loci de maturité, et les alleles dominant a chacun de ces loci permettent de retarder la
floraison en condition de jours longs et allonger la durée de la phase végétative. Par contre, en
présence de I’allele récessif mal, I’alléle dominant Ma2 provoque une floraison précoce. Leurs
expressions sont influencées a la fois par la photopériode mais également par la température

(Quinby and Karper, 1945, Rooney and Aydin, 1999a, Major et al., 1990a, Quinby, 1966a).

Parmi ces 6 loci de maturité, I’alléle dominant Mal cause le plus grand retard de floraison, et,
lorsqu’il est en présence de Ma2, leurs actions provoquent une tardiveté extréme ; alors que les

alleles dominant Ma2 et Ma4 sont plutot sensibles a la température.

Comme mentionné précédemment, la réponse a la photopériode du sorgho dépend en plus des
facteurs intrinséques, de la photopériode critique ou seuil. Cette photopériode critique encore
appelé P20 (Optimal photoperiod) du modele CERES (Major, Rood and Miller, 1990; Ritchie
and Alagarswamy, 1991) est définie comme étant la photopériode en dessous de laquelle la

plante ne réagit pas a la variation de la durée du jour, la floraison restant donc inhibée.

Récemment, Bangbol (2013) a identifié¢ chez le sorgho un géne (SbSOCT1) dont I’expression est
influencée par la température indépendamment de la durée du jour, bien que ce gene soit connu
chez Arabidopsis pour son role de régulation de la floraison via les voies autonomes et
hormonales (gibbérellines). Quant aux effets d’interactions entre la photopériode et la

température, peu d’études ont été réalisées concernant la compréhension de ce mécanisme.
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Floral Transition

Figure 1I-4 : Modéle de controle moléculaire de la date de floraison impliquant les voies
d’activation (les fléches pleines ) et de répression (les barres perpendiculaires) de la floraison

chez le sorgho (d’aprés (Shanshan Yang, Rebecca L Murphy, et al., 2014).



Trouche et al. (1998) ont suggéré des interactions photopériode x température du géne majeur

Ma2 dont la fonction demeure encore mal connue.

A ce jour, parmi ces 6 génes de maturité décrits chez le sorgho, seulement 3 ont été clonés :

Mal, Ma3 et Ma6.

Le géne majeur Mal code pour une protéine régulatrice (ShPRR37) qui réprime la floraison en
condition de jours longs (Murphy et al., 2011b), il augmente donc la sensibilit¢ a la
photopériode. Ce géne a été identifié comme le geéne ayant le plus grand impact sur la date de

floraison chez le sorgho (Quinby, 1974, Mace and Jordan, 2010).

Le second geéne majeur Ma3 code pour un phytochrome B (SbPhyB) lequel réduit la sensibilité
a la photopériode (Yang et al., 2014b, Childs et al., 1997a, Izawa et al., 2002) ; alors que le
géne Mab a été identifié comme un fort répresseur de la floraison (augmente la sensibilité a la
photopériode en condition de jours long). Ma6 code pour une protéine SbGhd7 qui inhibe
I’expression du géne de floraison « FT » retardant ainsi la floraison chez le sorgho (Murphy et
al., 2014b, Yang et al., 2014b). Les deux génes majeurs Mal et Ma6, en retardant la floraison

favorisent I’accumulation accrue de biomasse végétative.

La figure 11-4. développée par Yang et al. (2014b) chez le sorgho montre les différentes voies
de signalisation qui interviennent dans 1’induction de I’initiation florale « lesquels sont sous la
dépendance de deux principaux facteurs environnementaux : la longueur du jour et la

température ». En outre, les différents génes sous-jacents sont également indiqués.

Le principe d’induction de la floraison est basé sur la coincidence entre un signal interne propre
a la plante correspondant a 1’horloge circadienne (qui régule les rythmes circadiens sur une
période d’environ 24h) et un signal externe exogene (photopériode et température). Ces signaux
vont activer un réseau de plus de 80 geénes dont les expressions permettront de déclencher

I’initiation de la floraison.
Le fonctionnement de cette cascade peut étre résumé comme suit :

e la lumieére est d’abord pergue par le photorécepteur phytochrome B (PHYB) au niveau
des feuilles qui joue un réle de médiation entre le signal lumineux et la plante pour
moduler la date de floraison en réponse a la photopériode. En condition de jours longs,
PHYB régule I’expression des genes Mal et Ma6, qui sont deux genes répresseurs de
floraison, qui vont ensuite bloquer I’expression du géne EHDI1 retardant ainsi la
floraison en condition de jours long. Le géne PhyB peut également interagir avec

PhyC, un géne candidat pour le locus Ma5,
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e en condition de jours courts, I’expression des génes répresseurs de la floraison (Mal et
Mab) est réduite, ce qui entraine une initiation de la floraison (lorsque les autres

conditions nécessaires a la floraison sont remplies),

e en fonction de la photopériode, le PHYB peut directement réprimer 1’expression du
gene SbCN15, connu comme orthologue de « Hd3 » chez le riz et source potentielle

de florigen chez le sorgho,

o les oscillateurs centraux de I’horloge circadienne c’est a dire 1’alternance jour/nuit des
genes (TOCI1, CCALl et LHY) de la plante, module I’expression de GIGANTEA (Gi)
un gene en sortie de I’horloge circadienne qui active a son tour I’expression de
CONSTANS (CO) un gene clé du controle de I’induction florale par son action de
régulation photopériodique de la date de floraison chez le sorgho Yang et al. (2014c).
Le gene répresseur de la floraison Mal peut également agir sur CONSTANS « a
I’aube » qui active a son tour I’expression des génes d’induction florale (SbEHDI,

SbCNS, SbCN12).

En plus de ces génes majeurs, plusieurs études visant a identifier les régions chromosomiques
impliquées dans la date de floraison via des approches d’analyse de liaison et de génétique
d’association (GWAS : Genome Wide Association Study) ont été entreprises chez le sorgho.
Ces ¢études ont permis de mettre en évidence plus d’une centaine de QTL associés a la date de
floraison, impliquant au moins 65 régions chromosomiques différentes (Lin et al., 1995a, Crasta
et al., 1999, Hart et al., 2001, Kebede et al., 2001, Chantereau et al., 2001a, Kim, 2004, Parh,
2005, Brown et al., 2006, Feltus et al., 2006, Murray et al., 2008a, Ritter et al., 2008, Srinivas
et al., 2009, El Mannai et al., 2011, Mace et al., 2013a, Bangbol Sangma, 2013, Higgins et al.,
2014). La plupart de ces études a 1’exception de celles entreprises par Mace et al. (2013a) ,
Upadhyaya et al. (2013) et Higgins et al. (2014) ont utilis¢é des populations biparentales
conventionnelles a faible résolution de cartographie (en raison de ’existence de déséquilibre

de liaison a longue distance au sein de ce type de population).

Toutes ces études ont montré que le controle génétique de la date de floraison chez le sorgho
est controlé par un nombre relativement important de locus avec des alléles multiples, dont la
plupart présentent des effets faibles. La majorité des QTL liés a la date de floraison ont été
identifiés chez les sorghos tempérés pour lesquels les génes a effets majeurs pour la sensibilité
a la photopériode ont été supprimés ; ou des populations issues de croisements entre lignées

photopériodiques de grande taille et non photopériodique de taille courte ou naine.
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1.2 — La taille des plantes : Sélection et déterminisme génétique

1.2.1- Multi-utilisations vs intensification

Comparativement a beaucoup d’autres especes (notamment les espéces céréalicres), le sorgho
est 'une des plantes présentant le plus grand éventail de variabilité génétique pour la date de

floraison, la hauteur et le tallage.

La plupart des écotypes de sorgho d’ Afrique de 1I’Ouest, sont de grandes tailles (hauteur pouvant
atteindre 5Sm). Ces écotypes sont majoritairement composés de race Guinea : entre 70 et 93%
respectivement pour les sorghos du Mali et du Burkina Faso. Ces variétés sont trés sensibles a
la photopériode et s’adaptent a la diversité des systémes de cultures rencontrés dans ces zones
soudano-sahélienne. Dans ces zones, le sorgho est principalement cultivé pour son grain pour
I’alimentation humaine (préparation des plats traditionnels). Néanmoins, le fourrage produit a
partir de la biomasse des tiges et des feuilles apres la récolte des grains est intensivement utilisé
pour I’alimentation animale ou comme matériaux pour la construction. Cette utilisation est trés
importante dans les systémes de production d’Afrique de I’Ouest, ou le fourrage de sorgho a

une importance clé lors de la période de soudure (période de pénurie de fourrage).

Malgré ces atouts, la culture du sorgho dans ces zones d’Afrique de I’Ouest demeure encore
extensive et se pratique principalement au niveau des systémes de culture traditionnels avec
utilisation des variétés a faible indice de récolte. En outre, la grande taille du sorgho peut
constituer un handicap dans le contexte des systemes intensifiés (Piraux et al., 1997), car les
plantes sont exposées a la verse rendant ainsi la récolte des grains plus difficile (Campbell et

al., 1975).

Dans les contextes Européen et Nord-Américain, ou le sorgho est produit principalement pour
I’alimentation animale a partir des grains et des plantes entieres, les variétés présentent
principalement des tailles courtes (<1.2m) et sont cultivées dans des systemes de cultures
intensifiés. D’autres variétés 1égérement plus grandes (1.6 a 2.5m) sont rencontrées dans ces
régions et sont destinées a une utilisation sous forme d’ensilage. Dans ces zones de culture, il
existe également des variétés visant les marchés énergétiques, des biomatériaux et de la
bioraffinerie. L’objectif principal dans ces filieres étant principalement la production de

biomasse, des variétés plus hautes ont été ainsi développées (>3m).

Cependant, que ce soit dans les contextes européens ou Africains, la valorisation de I’appareil

végétatif nécessite un rendement en biomasse ¢élevé (densité de peuplement, augmentation du
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nombre et de la taille des entre-nceuds) ainsi qu’une composition et une structure de la biomasse

adaptées aux différentes utilisations.

Dans ces différents contextes (systémes de cultures et de valorisation d’Afrique de 1’ouest et
des pays tempérés), la compréhension fine du déterminisme génétique de la taille des plantes
(indépendamment des aspects de sensibilité a la photopériode) constitue un enjeu clef pour le

développement de variétés adaptées aux différentes utilisations.

1.2.2- Déterminisme génétique de la hauteur chez le sorgho

Comme mentionné préalablement, la hauteur de la plante est fortement associée a la date de
floraison car elle dépend du nombre d’entre-nceuds allongés produits mais aussi de leur
longueur moyenne. Si le nombre d’entre- nceuds allongés dépend principalement de la durée du
cycle « semis- floraison », leur longueur moyenne est par contre indépendante des aspects de

durée de cycle, elle dépend fortement du caractére de nanisme.

Le nanisme est contrdlé principalement par 4 génes majeurs appelés : dwarfl (dwl), 2, 3 et 4
(Quinby and Martin, 1954, Windscheffel et al., 1973). Les alleles récessifs de ces genes
provoquent un raccourcissement de la taille des entre-nceuds avec un effet cumulatif selon le
nombre de génes a I’état homozygote récessif (Casady, 1967, Campbell et al., 1975), sans
affecter les autres caractéres agronomiques tel que le nombre de feuilles développées (un proxy
du nombre d’EN allongés), la date de floraison ou de maturité, et les longueurs des panicules

et des pédoncules (Quinby, 1974).

Par ailleurs, le phyllochrone qui détermine le temps nécessaire a I’apparition de deux feuilles
successives, a ¢té démontré chez le sorgho, comme étant constant de la levée jusqu’a
I’apparition de la feuille-drapeau (Alagarswamy et al., 1986, Muchow and Carberry, 1990,
Craufurd and Peacock, 1993, Vaksmann et al., 1998). Mais le phyllochrone peut étre variable
en fonction des génotypes au cours de la saison de culture (Goldsworthy, 1970, Mantineo et al.,

1996).

A ce jour, sur les 4 génes majeurs identifiés, seul dwl et dw3 ont été clonés. Le géne dw3 est
le premier géne de nanisme qui a été identifié et cloné chez le sorgho. Il code pour une
glycoprotéine qui régule le transport de I’auxine polaire. dw3 est connu comme I’orthologue de
brachytic2 (br2) qui est, chez le mais, responsable du raccourcissement de la taille des entre-

nceuds (Multani et al., 2003).
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Le géne majeur dwl code pour une protéine membranaire (Yamaguchi et al., 2016, Hilley et
al., 2016) qui a pour role de réguler de fagon positive la signalisation d’une hormone stéroide
connue sous le nom de Brassinosteroid (BR) en inhibant la fonction d’une autre hormone
Brassinosteroid-insensitive 2 (BIN2) (Hirano et al., 2017). Ces génes de nanisme sont
agronomiquement importants car ils sont impliqués dans la résistance a la verse, facilitant ainsi

les travaux de mécanisation des récoltes dans les systemes de culture a fortes intensification.

Une étude récente (Yamaguchi et al., 2016) a révélé des interactions significatives entre dwl et
dw3 (effet non additif) provoquant une réduction de la longueur des entre-nceuds situés au

milieu de la tige principale.

En complément de I’identification des génes majeurs de nanisme, de nombreuses études visant
a identifier les autres régions chromosomiques impliquées dans la variation de la hauteur ont
été effectuées. Ces études ont principalement portées sur des populations biparentales issues de
croisements entre des génotypes trés contrastants pour leur hauteur (Lin et al., 1995a, Pereira
and Lee, 1995, Madhusudhana and Patil, 2013, Hart et al., 2001, Rami et al., 1998, Srinivas et
al., 2009). Ces études ont permis 1’identification de plusieurs régions génomiques associées a
la hauteur, qui sont complémentaires des génes majeurs. Elles ont également mises en évidence
des co-localisations entre QTL de hauteur et de maturité/ sensibilité a la photopériode (Lin et

al., 1995a, Upadhyaya et al., 2012, Brown et al., 2008, Higgins et al., 2014).

En plus de ces études d’analyse de liaison, des études récentes de cartographie d’association
basée sur des panels d’accessions avec introgression du géne de nanisme (Brown et al., 2008),
constitués principalement de sorghos sucrés (Murray et al., 2009) et ou des panels provenant

des collections mondiales (Morris et al., 2013) ont été entreprises chez le sorgho.

En complément de ces études d’associations, des approches visant & combiner la méthode
traditionnelle d’analyse de liaison versus analyse d’association ont récemment été développées
chez le sorgho (Mace et al., 2013a, Higgins et al., 2014). Cette derniére approche a I’avantage
de fournir plus de précisons sur la position des QTL identifiés c’est a dire, une grande résolution

et bonne puissance de détection.

1.3 — Comment affiner notre compréhension du déterminisme génétique de la
longueur du cycle et de la hauteur chez le sorgho ?

La plupart des études visant I’identification des régions chromosomiques impliquées dans la
variation de la phénologie et de la hauteur des plantes ont été basées sur des populations

biparentales de type F2 ou RILS. Cette méthodologie profite de fréquences alléliques
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relativement équilibrées assurant une bonne puissance de détection (lorsque les effectifs sont
suffisamment importants). En revanche dans la majeure partie des cas, ces populations
présentent un déséquilibre de liaison a longue distance qui ne permet pas une localisation

précise des zones chromosomiques d’intérét.

D’autres études ont été réalisées via les approches de génétiques d’association en utilisant des
panels de diversité. Ces études s’ancrent sur une diversité génétique plus importante que les
populations biparentales et modelée par de trés nombreux événements de recombinaison. Ces
propriétés apportent une résolution de cartographie plus précise que les populations biparentales
mais patissent en revanche pour certaines régions du génome de fréquences alléliques tres
déséquilibrées qui réduisent en conséquence la puissance de détection. Récemment,
I’émergence de dispositifs multiparentaux qui combinent les avantages de ces deux derniéres
stratégies ont permis la détection de QTL li¢ a la longueur du cycle et a la hauteur des plantes
au sein des populations multiparentales (Mace et al., 2013a, Higgins et al., 2014, Bouchet et
al., 2017). Le tableau II-2 montre les avantages et inconvénients des différents types de
dispositif utilisés pour la détection de QTL / génes sous-jacents et pour 1’utilisation dans un

programme de sélection.

Donc, en utilisant des parents porteurs d’alléles contrastants pour la hauteur et la sensibilité a
la photopériode/longueur du cycle, dans le développement de populations multiparentales telles
que les populations de type NAM (Nested Association Mapping) et BCNAM (Backcross-
Nested Association Mapping), cela permettra de capturer plus de diversité et de recombinaisons
alléliques contrairement a une population biparentale ; ce qui permet d’améliorer la puissance

statistique pour la détection des régions chromosomiques contrdlant ces caractéres.

Par ailleurs, afin de répondre a certaines limites liées aux populations conventionnelles
biparentale, d’autres types de population multiparentales a base d’intercroisements mutiples de
génération avancée appelées « MAGIC : Multiparent Advanced Generation Inter-Cross » ont
été développées pour la premiere fois chez la plante modele d’ Arabidopsis (Kover et al., 2009,
Huang et al., 2011), le riz (Bandillo et al., 2013, Li et al., 2013, Leung et al., 2015, Meng et al.,
2016), le mais (Holland, 2015, Dell’Acqua et al., 2015), le bl¢ (Huang et al., 2012, Mackay et
al., 2014), I'orge (Sannemann, 2015), la tomate (Pascual et al., 2015). Ces dispositifs complexes
créés a partir de multiples inter-croisements de 4, 8 ou 16 lignées parentales combine les points
forts des approches d’analyse de liaison en populations biparentale et de cartographie
d’association en termes de diversité allélique, de puissance de détection de QTL ainsi que de

‘Rapporf- g/'df(l/f.com {)/}/g -

résolution de cartographie.
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Figure Il- A : Dispositif BCNAM mobilisé (2 populations biparentales et une sous-population
multi-parentale BCNAM) pour analyser le déterminisme génétique de la floraison / sensibilité
a la photopériode et hauteur des plantes des différentes familles BCNAM.



Comme tout dispositif de croisement, les MAGIC présentent en plus de ces atouts, certaines

limites liées principalement au choix des lignées parentales qui doivent étre sélectionnées de

facon rigoureuse afin de conserver une diversité génotypique plus large.

Dans la présente étude, afin d’améliorer notre compréhension du déterminisme génétique de la
b

floraison / sensibilit¢é a la photopériode et hauteur des plantes, trois types de matériels

génétiques (Figure II-A) ont été mobilisés :

= une premiere population biparentale (Tiandougou X Lata3) en ségrégation

(P118) issue d’un programme de Sélection Récurrente Assistée par Marqueurs
moléculaires « SRAM » (ou MARS pour Marker Assisted Recurrent Selection).
Cette population diverge de celles qui ont été traditionnellement utilisées pour
analyser le déterminisme génétique de la floraison et de la hauteur en raison des
caractéristiques des lignées parentales qui ont été utilisées. En effet, ces deux
lignées sont sensibles a la photopériode et présentent des tailles relativement
proches. Ce contexte devrait permettre d’identifier de nouvelles régions
chromosomiques d’intérét qui ont été jusque-1a masquées par les effets de génes
majeurs qui présentaient des alleles contrastants au niveau des différents

géniteurs impliqués.

une seconde population biparentale de type BCNAM développée a partir du
parent récurrent « Keninkeni » et du parent donneur « E36-1 ». L’intérét de cette
population réside dans la différence phénotypique qui existe entre les deux
parents : a la différence de la population 118, les deux lignées parentales sont
variables pour leur sensibilité a la photopériode et leur hauteur, mais elles ne
devraient pas présenter d’alleles différents aux niveaux des génes majeurs déja

identifiés.

Enfin, un dispositif de croisements multiparental de type BC — NAM (Mace and
Jordan, 2011) développé a partir de deux parents récurrents et de 29 parents
donneurs a été utilisé. Cette population a 1’intérét d’offrir une large diversité
allélique a chaque locus et une résolution de cartographie élevée. Les deux
parents récurrents de ce dispositif sont faiblement sensibles a la photopériode,
ils présentent des cycles et des tailles moyennes adaptés a la zone soudano
sahélienne. Les 29 parents donneurs représentent une large diversité des sorghos

cultivés avec des caractéres d’intéréts agronomiques divers : productivité,
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adaptation/sensibilit¢ a la photopériode, qualit¢ du grain, teneur en sucre,

jutosité. etc.

Toutes ces populations ont été caractérisées pour la durée du cycle semis floraison, la longueur
de la tige principale, le nombre total d’entre-nceuds allongés, la longueur des pédoncules et
panicules dans différentes conditions de photopériode (a I’exception des populations BCNAM).

Les objectifs étaient :

1) d’identifier les régions génomiques contrdlant la date de floraison/sensibilité a la
photopériode et la hauteur des tiges chez le sorgho dans différentes conditions
environnementales, et différents fonds génétiques,

i) de comparer ces régions avec celles identifiées dans les études précédentes,

ii1) de tester les interactions entre sensibilité a la photopériode et nanisme en fonctions
des environnements,

iv) de proposer des genes candidats (dont les séquences sont disponibles) sous-jacents
aces QTL et

V) de discuter des implications futures de ces résultats dans les programmes de

sélection en particulier dans un contexte soudano-sahélienne.

Dans la suite de ce chapitre dédié a la floraison, les études menées sur les deux populations

biparentales (P118, BC06) puis sur le dispositif BCNAM seront exposées.
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Abstract

In West Africa Sudano-sahelian zone, sorghum sensitivity to photoperiod is a major trait for
flowering adjustment toward end of the rainy season. This trait ensures that conditions for seed
development are optimal.

A sorghum segregating population derived from a cross between two photoperiod sensitive
parents was evaluated in three different photoperiod conditions. CERES crop model was
applied to decompose the flowering time of each genotype into intrinsic earliness, critical
photoperiod and photoperiod sensitivity. Phenology and model derived variables were used for
QTL detection.

A major QTL affecting critical photoperiod was identified whereas only independent minor
QTLs were found for intrinsic earliness and photoperiod sensitivity. Candidate gene analysis
in the major QTL region allowed us to propose a candidate gene involved in the circadian clock
(ELF3) as a key regulator of flowering time in photoperiod-sensitive sorghum. Our results
provide critical informations to allow the development of photoperiod sensitive genotypes
specifically adapted to climate variability encountered in Sudano-Sahelian zone of West Africa.
Improving the understanding of the genetic control of flowering time in sorghum is thus an
important step toward breeding climate resilient varieties and taking up the challenge of climate
smart agriculture.

Key words: Sorghum, Photoperiod-sensitivity, Flowering, Crop modeling, QTL, Candidate

genes.
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1. Introduction
Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) is a C4 grass cultivated for grain, forage and biomass
in a wide range of climatic and geographic conditions. In dryland systems, and particularly in
West-Africa, this crop has a predominant role in food security for millions of rural families.
Sorghum is a photoperiodic short-day plant (Garner and Allard, 1923b) for which flowering
occurs when day length becomes shorter than a critical photoperiod.
Photoperiod-sensitive sorghum landraces that are cultivated in Africa can be seen as the result
of a long massal selection conducted by African farmers that contributed to fine-tune their
adaptation to specific environmental and management conditions. Indeed, flowering time is a
major ecologic and agronomic trait as it controls sorghum adaptation to environments by
adjusting vegetative and reproductive growth phases to local biotic and abiotic constraints.
The Sudano-Sahelian climate is characterized a very high within and across year rainfall
variability. Most sorghum in West AFrica are photoperiod sensitive and flower in the 20 days
preceding the average ending date of the rainy season regardless of the sowing date (Kouressy
et al., 2008d). This trait improves simultaneously (i) biomass production by optimizing the
duration of the vegetative period, (ii) between year yield stability by mitigating drought
(preventing late flowering) and avoiding midge and bird attacks (grouping flowering) and (iii)
grain quality by limiting mold development (preventing early flowering) (Kouressy et al.,
2008b).
Sorghum breeding programs eliminated photoperiod-sensitivity from elite grain sorghum
germplasm mainly in order to develop varieties having a broader geographical adaptation
(Stephens et al., 1967b, Chantereau et al., 2001b, Swaminathan, 2006a). However, in West-
Africa, the selection for early maturity has often proven to be an inadequate goal as the problem
is not the short duration of the growing season, but the variability of beginning and the end of
seasons in both time and space. Furthermore, forecasted increase of climate variability requires
the development of breeding strategies that focus on crop adaptation. Nowadays, the
development of high yielding photoperiod-sensitive varieties adapted to the Sudano-Sahelian
climate becomes a priority of dryland cereals breeding programs in West-Africa. In addition,
photoperiod sensitivity drew recently the attention of breeders to develop late-flowering
sorghum(Murphy et al., 2014a) to increase biomass yield for biofuels production (Olson et al.,
2012).
The genetic basis of flowering time has been extensively studied in sorghum since 18 QTL and
association mapping studies focusing on sorghum flowering time were inventoried in the

literature (Lin et al., 1995a, Crasta et al., 1999, Hart et al., 2001, Kebede et al., 2001, Chantereau
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et al., 2001a, Kim, 2004, Parh, 2005, Brown et al., 2006, Feltus et al., 2006, Murray et al.,
2008a, Ritter et al., 2008, Srinivas et al., 2009, El1 Mannai et al., 2011, Mace et al., 2013a,
Bangbol Sangma, 2013, Higgins et al., 2014, Shiringani et al., 2010, Upadhyaya et al., 2013,
Yang et al., 2014a). From these studies, it may be concluded that flowering is controlled by
several major maturity genes and modulated by a relatively large number of loci with small
effects (Mace et al., 2013b). However, most of these analyses were based on populations
derived from photoperiod insensitive parents or from sensitive by insensitive crossing,
neglecting mapping populations developed from the crossing of different photoperiod sensitive
parents.

Sorghum flowering time is mainly controlled by temperature and photoperiod (Mace et al.,
2013b) among the four known flowering genetic pathways (Boss et al., 2004, Mouradov et al.,
2002). For short day plants, photoperiod pathway repress flowering based on the duration of
daylight in the daily cycle when photoperiod becomes too long.

To date, six major maturity genes (Ma;-Mag) have been described in sorghum (Quinby, 1967b,
Rooney and Aydin, 1999b, Morgan and Finlayson, 2000). Recessive alleles in Ma,;, Ma,, Ma;
and May produce early-flowering phenotypes (Quinby, 1967b). More recently, Mas and Mas
have been genetically characterized (Rooney and Aydin, 1999b, Brady, 2006, Mullet et al.,
2016), they interact epistatically to repress flowering. Among the first four loci, Ma,; causes the
largest delay in flowering time. Both Ma, and May have been shown to be temperature sensitive
(Quinby, 1966b, Major et al., 1990b). Three of these genes have been cloned and their
interactions described allowing the proposition of a pathway model (Murphy et al., 2014a, Yang
et al., 2014a). Positional cloning studies enabled to demonstrate that Ma, encodes PRR37, a
flowering repressor (Murphy et al., 2011a), Mas gene was shown to be PHYTOCHROME B, a
plant photoreceptor (Childs et al., 1997b), and Mag has been identified as ShGhd7, a floral
repressor regulated by the circadian clock and light signaling (Murphy et al., 2014a). Another
PHYTOCHROME gene, PHYC, was proposed as a candidate gene for Mas based on sequence
alignment and allelic variation (Yang et al., 2014a). It has been then proposed that in long day
conditions, Ma; regulates Mas and Ma; that, in turn, both repress the expression of the grass
floral integrator EARLY HEADING DATE 1 (Ehdl) which usually activates floral inductors
(homologs of the FLOWERING LOCUS T, SbCNS8, SbCN12 and ShCN15) leading to delayed
flowering. In these conditions, floral induction is also dependent of the circadian clock output.
In short days, expressions of the floral repressors Ma; and Mag are reduced resulting in floral
initiation with the condition that the plants have satisfied other requirements for flowering

(Murphy et al., 2014a, Yang et al., 2014a).

Chapitre 11 Article soumis a Plant Cell and Environment 43



126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

155
156
157
158

In photoperiod-sensitive sorghum varieties, maturity and morphology are strongly impacted by
the sowing date and hence difficult to predict. Crop models are commonly applied to assist
plant breeding by integrating physiological and biochemical understanding, along with
agronomic practices, environment and genetic information (Messina et al., 2006). Modeling,
mainly based on the CERES model (Major, 1980), has been used in sorghum to predict the
effect of photoperiod on crop development. This model is based on a simple linear adjustment
between photoperiod and the length of the vegetative phase (Chantereau et al., 2001b, Bangbol,
2013, Sanon et al., 2014). After emergence, the shortest thermal time required to reach panicle
initiation is known as the Basic Vegetative Phase (BVP) or intrinsic earliness (Belliard, 1982,
Major et al., 1990b). During this phase, floral induction does not occur whatever the
photoperiod conditions. The CERES sorghum model considers that below a critical photoperiod
(P20), the duration of the vegetative stage is constant and is equal to BVP. Above P20, the
duration of the vegetative stage increases as a linear function of day length.

The objective of the current study is to analyze the genetic architecture of flowering time in
photoperiod sensitive sorghum. In addition to direct measurements of flowering time, genetic
analysis of eco-physiological model parameters shed a new light on the interpretation of

flowering time QTLs and their use in plant breeding programs.

2. Materials and methods

2.1. Plant materials
A F3 population was derived from the cross between Tiandougou and Lata3, two photoperiod-
sensitive sorghum elite varieties from respectively IER (Institut d'Economie Rurale) and
ICRISAT (International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics) breeding
programs. In normal sowing conditions (i.e. June-July), Tiandougou (127 days) is slightly later
than Lata3 (120days). The population was developed by crossing the two parents in 2008. A
single F; plant was selected and selfed to produce the F, generation. Single F, plants were
advanced to F3 generation in off-season. Rows of 10 F3 plants were used and a single F3 plant
was randomly selected in each row to produce the F4 generation. A total of 400 Fs.s bulks of

seeds were produced from 10 F4 plants and used for phenotyping experiments.

2.2.  Field evaluation
The mapping population was evaluated at Sotuba station (12°39'N, 7°56'E) of IER using an
augmented block design. The Sotuba station is representative of the Sudano-Sahelian climate

characterized by a rainy season in summer (May to November), with an average rainfall of
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890mm. Monthly average maximal temperature ranges from 30 to 39 and the minimal is
between 16 and 25.°C.

Experiments were conducted at three sowing dates corresponding to different photoperiod
conditions. The population was observed in long and intermediate day length (usual cropping
season, sowing 19 June and 15 July 2011) and short day length (off-season, sowing 3 October
2011). Short day observations were rather conducted in October than December to avoid cold
temperatures that could interact with photoperiod sensitivity (Vaksmann et al., 1998).
Experimental trials were composed of 29 blocks of 14 F3.5 families and were augmented with
the two parents as checks. Each elementary plot consisted of 40 plants arranged in two lines of
4 m.

Phenology was measured as the date when the flag-leaf’s ligule was visible and fully emerged.
This stage marks the end of leaf expansion and anthesis begins about 10 days later (Kouressy
et al., 2008a). In sorghum, this observation is more accurate and repeatable than the scoring of
the average flowering date commonly practiced in agronomic experiments (Tarumoto et al.,
2003). Dates of flag-leaf ligulation were recorded when 50% of the plants in a plot had reached
the stage. The number of Days from sowing To Flag-leaf Ligulation (DTFL) was calculated for

each family and each sowing date.

2.3. Environmental parameter calculation

Thermal time after emergence was computed using an algorithm developed by Jones and Kiniry
(1986), considering that growth speed increases as a linear function of temperature between a
base and an optimal temperature, and then decreases linearly between optimal and maximal
temperature. Cardinal temperatures were 11°C for base temperature (Tb) (Lafarge and
Hammer, 2002), 34.8°C for optimum temperature (Topt) and 44°C for maximum temperature
(Tmax) (Ritchie and Alagarswamy, 1989a). The resulting thermal time per day was used to
calculate the progress of developmental processes. The Thermal Time from emergence to flag
leaf ligulation (TTFL) was computed for each family and each sowing date. Thermal time to
panicle initiation (TTPI) was derived from TTFL using the formula proposed by Folliard et al.
(2004). Day length calculation starts and ends when the sun is 6° below the horizon to account
for photoperiod response during dawn and twilight (Aitken, 1974). At Sotuba station,
experimental day length varies from 12h09 on the 21* December to 13h39 on the 21* June.
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2.4. Statistical analyses
Phenotypic data were adjusted taking into account the augmented experimental design using
the DAU.test function (package ‘agricolae’) in the R environment (R: The R Project for
Statistical Computing). Normality of the variables was assessed using the Shapiro-Wilk

normality test (shapiro.test function, package ‘stats’).

2.5. Crop modeling

The varietal response to photoperiod was modeled using the sorghum linear CERES model
(Major et al.,, 1975, Alagarswamy and Ritchie, 1991) in which the photothermal time
accumulation parameter was replaced by a critical photoperiod threshold parameter below
which sorghum panicle initiation occurs (Folliard et al. 2004). Three genetic parameters were
used to parametrize the model: the Basic Vegetative Phase (BVP), the critical photoperiod
(P20) and the photoperiod sensitivity (P2R).

The method used to calculate these parameters was previously presented by Chantereau et al.
(2001). For each family, the TTPI was plotted for the three sowing dates against the photoperiod
(day length) at panicle initiation date (Fig. 1). In practice, BVP was calculated from the minimal
duration of the vegetative phase observed on the three sowing dates. In most cases BVP
corresponded to the third sowing in October so TTPI3 and BVP values are virtually identical.
The photoperiod sensitivity P2R was estimated as the slope of the line drawn between the points
related to the sowing dates of June and July. The critical photoperiod P20, corresponds to the

day length at the intersection of the two lines.
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2.6. Genetic analysis

DNA was extracted from 400 F4 families, for which a bulk of 10 F4 plants was used, using the
MATAB method (Risterucci et al., 2000). Two hundred and 228 SNP markers were used. The
information regarding these SNPs is accessible on the SNP genotyping service web page of the
Integrated Breeding Platform'. SNP genotyping was outsourced to LGC Genomics.

The genetic map was built using Mapmaker (Lander et al., 1987). Linkage groups were
determined using the “group” command with a LOD threshold of 3.0 and maximum distance
of 50 cM. Loci were ordered in each group using the "order" command with the default
parameters of the function. When several local orders were equally probable, the one in
agreement with the expected order deduced from the physical positions of the markers was
kept. The map distances for the final ordered linkage groups were computed using the Haldane
mapping function.

QTL mapping was performed using R (R _Development Core Team, 2008) and the R-g#/
package (Broman and Sen, 2009a). The Multiple Interval Mapping method (MIM) was applied
with a mapping step of 1 cM. To identify the multiple QTL model with maximal LOD score
while controlling false positive rates, the stepwiseqtl function was applied that performs
forward/backward model selection using a penalized likelihood approach to compare different
model sizes, with penalties on QTL and pairwise interactions (Manichaikul et al., 2009). LOD
penalties were derived for each trait from the result of 1000 permutations of a two-dimensional
genome scan with a two-QTL model allowing covariates (functions scantwo and
calc.penalties). The model optimizing the penalized LOD score criterion was fitted with the
fitgtl function to get QTLs estimated effects. For each detected QTL, positions with maximum
likelihood were identified (function refineqtl) before approximate 95% Bayesian credible
intervals were calculated (function bayesint). The QTL map was drawn using the Spidermap

software (Rami, unpublished).

https://www.integratedbreeding.net/482/communities/genomics-crop-info/crop-
information/gcp-kaspar-snp-markers
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2.7. In silico mapping of candidate genes
Positions of genetic markers were retrieved from the Sorghum bicolor genome sequence

assembly v3.1 (http://genome.jgi.doe.gov) using SNP flanking sequences and the Bowtie2

program (Langmead and Salzberg, 2012). The region flanking the Chromosome 3 major QTL
was investigated for candidate genes. Markers flanking the QTL (SB03075 and SB03085)
were considered as the confidence interval on the physical map and their positions on the
chromosome (48,834,006 and 52,478,805 bp, respectively) were used to identify genes
present in this interval. Gene annotation information from Phytozome v11 for the Sorghum
bicolor genome v3.1

(http://genome.jgi.doe.gov/pages/dynamicOrganismDownload.jsf?organism=Sbicolor#) was

used for gene ontology categorization using the best hit Arabidopsis name in the TAIR web

tool for functional categorization (http://www.arabidopsis.org/to/bulk/go/index.jsp).

3. Results

The two parents exhibited differences for TTPI measurements and CERES model parameters.
The photoperiod sensitivity of Lata3 was higher than the one of Tiandougou (P2R = 2446 and
1275 °C days/h respectively). These values can be considered as high photoperiod sensitivities
and correspond respectively to increases of 150 and 80 days of the duration of the vegetative
phase per hour of photoperiod increase. The critical photoperiod of lata3 was higher that of
Tiandougou (P20 = 13.25 h and 12.99 h respectively). All the traits exhibited transgressive
segregation in the population (Fig. 2). Transgression was particularly important for P2R a,d
BVP values. Some families exceeded the value of 5000°Cdays/h for P2R. These extreme values
are partly due to the CERES linear model as some families flower around the same time for
June and July plantings and the values of P2R can then become very high.

TTPI1 and TTPI2 were strongly correlated (r=0.85, p-value<0.001) (Fig. 3) whereas their
correlation with BVP was not significant (r=0.043, p-value=0.492 for TTPI1 and r=0.059, p-
value=0.239 for TTPI2). P20 was significantly correlated to P2R (1=0.53, p-value<0.001), and
slightly to BVP (r=0.17, p-value=0.001) while the correlation for BVP to P2R was not
significant (r=0.058, p-value=0.25). P20 was highly correlated to TTPI2 (r=0.91, p-
value<0.001) and to TTPI1 (r=0.63, p-value<0.001).

Chapitre 11 Article soumis a Plant Cell and Environment 43



273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305

3.1. QTL detection

A total of 16 QTLs spanning eight chromosomes were detected for all the traits under study.
Ten QTLs were detected for Thermal Time to panicle initiation (TTPI) for the two sowing dates
(TTPI1, TTPI2) and six QTLs for model parameters (BVP, P20, P2R) (Table 1).

A major region was identified at 74 ¢cM on chromosome 3 where three QTLs exhibiting high
LOD score values were detected for TTPI1, TTPI2 and P20 (LOD score values of 70.5, 80.4
and 59.1 respectively). The percentages of phenotypic variation explained by these QTLs were
45.2%, 58.8% and 49.4% respectively. At this position, the Tiandougou allele increased TTPI1
and TTPI2 of 66°Cd and 72°Cd respectively and decreased P20 coefficient of 0.11h.

In addition to this major locus, several other QTLs with smaller effects were detected for all
traits except P20 for which only the major QTL of chromosome 3 (74 cM) was significant. For
TTPI1, 6 QTLs were identified on chromosomes 2, 3, 4, 7, 8, and 10 explaining from 2.4% to
7.1% of phenotypic variance. The multiple QTL model, including an interaction term between
the two QTLs on chromosomes 2 and 4, explained 63.9% of the total phenotypic variance for
this trait. Two QTLs for TTPI2 on chromosomes 2 and 10 were detected, explaining 2.8% and
2.2% of phenotypic variance respectively, and collocating with two QTLs for TTPI1. Three
QTLs for P2R were detected on chromosomes 3, 7, and 9, explaining 5.8%, 5.6% and 3.7% of
the phenotypic variance respectively. For all of them, the Lata3 parent contributed positive
alleles. Finally, two QTLs were detected for BVP, on chromosomes 6 and 9, explaining 4.8%
and 5.7% of phenotypic variance and having positive contributions from Lata3 and Tiandougou

respectively.

3.2. Candidate gene selection by in silico mapping
The region of the major QTLs locus on chromosome 3 involving the P20, TTPI1 and TTPI2
traits was investigated to identify possible candidate genes involved in the variation of these
traits. This region, flanked by SB03075 and SB03085 markers, represented 3,644,799 bp and
included 159 predicted genes of which 124 (78%) were annotated in the Phytozome v11
database. Gene ontologies (GO) analysis allowed to allocate these genes to 14 main categories
(Fig. 3) with the “cellular” and “metabolic processes” being the largest ones. The
developmental process ontology, accounted for 22 annotations, representing 15 genes. Among
those 15 genes, only two were involved in flowering regulation. The first one,
Sobic.003G196300, homologous to AT3G24870, is involved in the “regulation of
photoperiodism, flowering” ontology (GO:2000028) and is located at 2,054,278 bp from the
LOD peak. The second one, Sobic.003G191700, homologous to AT2G25930 and
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corresponding to the EARLY FLOWERING 3 gene (Elf3), is involved in the “entrainment of
circadian clock” (G0O:0009649), “photoperiodism, flowering” (GO:0048573), “circadian
rythm” (GO:0007623) and “regulation of flower development” (GO:0009909) ontologies and
is located at 1,191,464 bp from the LOD peak.

4. Discussion
This study use a bi-parental population to implement genetic analysis of maturity in photoperiod
sensitive sorghum. Flowering time was decomposed into photoperiod response model
parameters. Most of the previous genetic studies focusing on flowering time in sorghum
involved either highly contrasting parents for photoperiod sensitivity (Lin et al., 1995b, Rooney
and Aydin, 1999b, Chantereau et al., 2001b, Zou et al., 2012) that identified major genes alleles
removing (or strongly reducing) photoperiod-sensitivity or photoperiod insensitive parents that
identified in most cases QTLs associated with the temperature component of flowering (Mace
et al., 2013b). No genetic study has been focused on fine regulation of photoperiod-sensitivity.
In this study, the use of a mapping population derived from two photoperiod-sensitive parents
enabled to deepen the understanding of the genetic determinisms of flowering time and
photoperiod sensitivity. A major QTL involved in the genetic control of critical photoperiod
(P20) was identified on chromosome 3. Although P20 values seemed nearly similar between
the two parents (15 min difference), this faint difference induced a variation of flowering time
reaching one week, such variation being extremely important in terms of adaptation to local

conditions.

4.1. Monitoring critical photoperiod for climate smart varieties in West Africa
Since the late 1960s, sub Saharan Africa has experienced drought events of unprecedented
severity in recorded history (Zeng, 2003). As a result of climate change, rain distribution
changes can potentially affect the occurrence of drought, while changes in temperature can
affect flowering time. Even if climate models are unclear in predicting the future distribution
of African rainfall, an increase in climate variability and a succession of periods of drought and
flooding are expected. Elite grain sorghum varieties developed by breeding programs have been
mainly selected for photoperiod insensitivity and early flowering. However, this approach
failed to produce efficient varieties for the sub-Saharan African context due to the variability
of environmental conditions in this region. Contrastingly, sorghum landraces are examples of

adaptive selection to climate variability. In West Africa, the landraces adapted to the North
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(dry) zone have a high critical photoperiod, low photoperiod sensitivity and flower earlier than
the landraces adapted to the South (wet) zone characterized by a lower critical photoperiod and
a higher photoperiod sensitivity (Sanon et al., 2014).

It is also considered that climate change, and in particular temperature increase, may lead to an
increase of development rates resulting in a shorter life cycle and a decrease of photosynthesis
and crop productivity (Craufurd and Wheeler, 2009, Ainsworth and Ort, 2010). In this context,
photoperiod sensitivity appears as a key trait to face climate change since flowering depends
mainly on photoperiod, an astronomical phenomenon that will remain unchanged regardless of

climatic change.

The few studies that have investigated the variation of the critical photoperiod trait in sorghum
varieties found values of P20 varying from 10.2 h to 17.5 h (Craufurd et al., 1999, Chantereau
et al., 2001b, Abdulai et al., 2012, Sanon et al., 2014, Ritchie and Alagarswamy, 1989c).
However, comparison with our P20 values is difficult because genetic coefficients of main
development models are not stable with latitude, invalidating data obtained from multi-local
experimentations (Abdulai et al., 2012). In addition, the photoperiod calculation method varies
according to studies (including or excluding dawn and dusk), which can result in up to one hour
difference on daylength. However, the existence of varieties with lower or higher P20 values
(late and early maturing varieties, respectively) suggests the presence of other alleles / genes
coding for this trait. Their identification will be critical to improve sorghum climate adaptation.
The major QTL for critical photoperiod allows the development of alternative breeding options
based on improved variety selection for various environments. Until now, it was thought that
maturity and photoperiod sensitivity were closely linked and that early varieties were
necessarily less sensitive to photoperiod (Clerget et al., 2007). Our results show that changes
in critical photoperiod make possible to modify the earliness without changing photoperiod
sensitivity. This finding opens up new avenues for the development of early maturing varieties
well suited for northern Mali while preserving photoperiod sensitivity and therefore stability of

crop production.

4.2. Candidate gene search identified ELF3 as downstream regulator of photoperiod
response in sorghum

In the major QTL region controlling the critical photoperiod variability (chromosome 3, 74

cM), the gene ontology categorization approach (Ashburner et al., 2000) allowed the detection

of 15 genes corresponding to the “developmental process” class which is relevant to the
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flowering time process. Within these 15 genes, two were of particular interest since they have
been shown to be involved in photoperiodism and flowering in other species.
Sobic.003G191700 is one of the two sorghum orthologs of EARLY FLOWERING 3 (ELF3) for
which functional evidences support its implication in the regulation of circadian rhythms and
photoperiodic flowering in both rice (Fu et al., 2009, Zhao et al., 2012a, Yang et al., 2013) and
Arabidopsis (Hicks et al., 1996, McWatters et al., 2000, Hicks et al., 2001, Reed et al., 2000,
Liu et al., 2001, Covington et al., 2001, Kim et al., 2005, Yoshida et al., 2009). These studies
considered that ELF3 is a time taker that modulates resetting of the circadian clock and
integrates both temperature and photoperiod signals. Furthermore, different independent ELF3
alleles impacting flowering dynamics were identified in rice, two as QTLs (early flowering 7
(ef7) (Saito et al., 2012) and heading date 17 (hd17) (Matsubara et al., 2012, Matsubara et al.,
2008), two insertion mutants (Zhao et al., 2012a, Yang et al., 2013) and transgenic RNA! lines
(Zhao et al., 2012a). These results showed that ELF3 is involved in photoperiod sensitivity in
rice and that this gene is a key component of the circadian clock through its regulatory effect
on several downstream genes.

Several sorghum orthologs of these “downstream genes” have been identified as major maturity
genes. Under both short and long-day conditions, Os-ELF3-1 promotes flowering by negatively
regulating the floral repressor gene Ghd7 (Saito et al., 2012), which is the ortholog of Mag in
sorghum (Murphy et al., 2014a). Zhao et al. (2012a) proposed that OsELF3-1 regulates light
input into the clock by binding to PHYTOCHROME B (Ma; in sorghum) and thus forming a
complex that regulates flowering. In addition, the same study showed that PRR37, also known
as Ma, in sorghum (Murphy et al., 2011a), is negatively regulated by Os-ELF3-1 (Zhao et al.,
2012a).

It is also important to mention, that the second sorghum ortholog of ELF3 (Sobic.009G257300)
is localized in the vicinity of the QTL interval for the Basic Vegetative Phase on the
chromosome 9. These results are consistent with the rice results in which genetic analysis of a
late heading-time mutant line has been used to demonstrate that the OsELF3-2 gene (the second
ortholog of ELF3 in rice) conferred an extremely long Basic Vegetative Phase and increased
photoperiod sensitivity under long photoperiod (Yuan et al., 2009). Furthermore, considering
the regulation of PRR37 by Os-ELF3-1 (Zhao et al., 2012a), it is interesting to underline that
in our study the sorghum Ma, gene (Sobic.006G057866) is located within the QTL interval for
the basic vegetative phase on chromosome 6, starting at 40,304,883 bp near the SB06034
marker (40,227,313 bp).
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Circadian clock genes functions appear to be well conserved among species and they underlie
QTL with positive effect on key agricultural traits, particularly flowering time but also yield
and biomass production (Bendix et al., 2015). In rice, OsELF3-2 mutant found application in
programs to breed for rice suitable to low latitudes (Yuan et al., 2009). In barley, ELF3 loci
conferring reduced or non-existent responses to photoperiod have also been used to breed early
maturity cultivars for short growing seasons at different latitudes in the world (Laurie et al.,
1995, Zakhrabekova et al., 2012, Faure et al., 2012). The location of one of the ELF3 sorghum
ortholog (Sobic.003G191700) within a major QTL affecting the critical photoperiod
(chromosome 3) in addition with the observed proximity of Sobic.009G257300 (the second
ortholog of ELF3) with a QTL affecting the basic vegetative phase (chromosome 9) are
consistent with the previous results reported in Arabidopsis, rice and barley.

As mentioned previously, a second flowering gene was identified in the Chromosome 3 critical
photoperiod region, it corresponds to Sobic.003G196300 which is similar to AT3G24870
(ATEAF1B), that has been shown to be necessary for proper timing of transition to flowering
in Arabidopsis (Bieluszewski et al., 2015). Although, phenotypical analysis of Arabidopsis
mutants showed decreased expression of the Flowering Locus C (FLC), which prevents
flowering, and early flowering, this unique study provides only a few elements to support the

photoperiodic control of flowering by this gene.
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5. Conclusions
This approach combining crop modeling and genetic analysis enabled to reach a better
ecophysiological understanding of the major QTL identified in our analysis. We demonstrated
that it is possible to decompose flowering time into different physiological parameters, which
are controlled by specific genomic regions.
The major QTL detected on chromosome 3 controlling critical photoperiod collocate with an
ortholog of the ELF3 gene for which functional evidences have been provided in Arabidopsis
and rice. Further analysis of this locus using Genome Wide Association Studies (GWAS),
genetic analysis in multi-parental design, and isogenic lines would allow to precise its map
position to support the role of this candidate gene as well as to catalogue allelic variation. This
gene, probably acting as an upstream regulator of other known maturity genes in sorghum in
the photoperiodic flowering pathway, extends breeding perspectives by increasing allele
combination possibilities with already known sorghum maturity genes.
In this study, plant modeling allowed to reach a better ecophysiological understanding of the
detected QTLs, but in a medium to long-term perspective the expectations linked to the use of
combined modeling and quantitative genetic approaches go far beyond. Integrating modeling
and molecular genetics should allow the design of breeding ideotypes according to climate
change scenarios capitalizing on the prediction ability of ecophysiological modeling and on the
precision and efficiency of marker assisted breeding.
The understanding of photoperiod sensitivity genetic bases opens important sorghum breeding
perspectives by supplying innovative tools and genes to fine-tune plant adaptation to climate

variability and climate change.
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Fig. 1. Response to photoperiod for the CERES model. Thermal time for panicle initiation

(TTPI) is plotted against photoperiod at panicle initiation. Data from the parent Lata3 were used

to establish the figure.
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Fig. 2. Phenotypic distribution of Thermal Time from emergence to Panicle Initiation for the
two sowing dates (TTPI1, TTPI2), and of model parameters (Basic Vegetative Phase (BVP),
critical photoperiod (P20) and photoperiod sensitivity (P2R)). TTPI3 distribution is not
displayed since BVP and TTPI3 values can be considered identical. Arrows indicate average

phenotypic values of population’s parents, ‘Tiandougou’ and ‘Lata3’.
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Fig. 5. Gene ontology (GO) distribution by second-level GO terms for biological processes for

predicted genes located in the chromosome 3 quantitative trait locus (QTL) confidence interval.
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I1-2. Principaux résultats et discussion de I’article « Integrating genetic analysis
and crop modeling: a major QTL can finely adjust photoperiod-sensitive
sorghum flowering »

11.2.1. Analyse de la population P118 : Intégration de I’analyse génétique et
de la modélisation du développement

Un QTL majeur de photopériode critique P20 permet d’ajuster finement la floraison des

sorghos photopériodiques.

Le climat soudano-sahélien est caractérisé¢ par une trés grande variabilité interannuelle des
précipitations. La plupart des variétés locales sont photopériodiques et fleurissent dans les 20
jours qui précedent la date moyenne de fin des pluies de leur zone d’origine, indépendamment
de la date de semis (Kouressy et al., 2008d). Ce caractére améliore simultanément (Kouressy
et al., 2008b) :

(1) la production de biomasse en optimisant la durée de la période végétative,

(i1) la stabilit¢ du rendement en atténuant les risques de sécheresse (en prévenant les
floraisons trop tardives) et en évitant les attaques d’oiseaux et de cécidomyie (en
groupant la floraison)

(i)  la qualité du grain en limitant le développement des moisissures (en évitant des
floraisons trop précoces).

Les programmes d’amélioration du sorgho ont éliminé le photopériodisme du matériel ¢lite de
facon a développer des variétés ayant une plus large adaptation géographique (Stephens et al.,
1967b, Chantereau et al., 2001b, Swaminathan, 2006a). Cependant, en Afrique de 1’Ouest, la
sélection pour la précocité a montré ses limites car le probleme est moins la courte durée de la
saison des pluies que la variabilité, dans le temps et dans 1’espace, des débuts et fins de saison.
Améliorer la compréhension du déterminisme génétique de la floraison des céréales séches est
le premier pas pour développer des variétés résilientes a la variabilit¢ et au changement

climatique.

Une population a été développée a partir de deux variétés €lites provenant des programmes
d’améliorations au Mali : Tiandougou et Lata3. Ces deux variétés sont photopériodiques, dans
des conditions normales de semis (juin), le cycle de Tiandougou est 1égérement plus long (127
days) que celui de Lata3 (120 days). Au total les semences de 400 familles Fs.5 ont été produites

et utilisées pour les expérimentations de phénotypages.
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Les expérimentations ont ét¢ menées a 3 dates de semis correspondants a différentes conditions
de photopériodes. La population a été étudiée en jours longs et intermédiaires (saison normale
de culture, semis du 19 juin et du 15 juillet) et en conditions de jours courts (en contre-saison,

semis du 3 octobre 2011).

11-2.2. La modélisation permet de décomposer le caractére complexe de floraison.

La modélisation, principalement basé sur le modéle CERES, a été utilisée pour prédire les effets
de la photopériode sur la phase végétative. Ce modele est basé sur un simple ajustement linéaire
entre la photopériode et la longueur de la phase végétative (Bangbol, 2013, Chantereau et al.,
2001b, Sanon et al., 2014). La plus courte durée de la période végétative correspond au BVP
(Basic Vegetative Phase) ou précocité intrinséque (Belliard, 1982, Major et al., 1990b). Pendant
cette phase, I’induction florale ne peut pas se produire quelles que soient les conditions de
photopériode. Le modéle CERES considére que lorsque la durée du jour est inférieure a une
photopériode critique (P20), la durée de la phase végétative est constante et ¢gale au BVP.
Lorsque la durée du jour devient supérieure a P20, la durée de la phase végétative augmente
comme une fonction linéaire de la photopériode. Le modele CERES original (Ritchie and
Alagarswamy, 1991) a été modifié, la notion d’accumulation de temps photothermique a été
remplacée par un seuil photopériodique en dessous duquel I’initiation paniculaire du sorgho se

produit (Folliard et al., 2004).

11I-2.3. Un QTL majeur a effet faible permet d’envisager un réglage fin de la
sensibilité a la photopériode.

Un bulk de 10 plantes F4 a été utilisée pour extraire I’ADN de chaque famille. Au total, 228
marqueurs SNP ont été utilisés. La méthode “Multiple Interval Mapping (MIM)” a été utilisée
pour I’analyses génétique avec un pas de cartographie de 1 cM. Seize QTL répartis sur 8
chromosomes ont été détectés. Dix QTL ont été détectés pour la durée de la période végétative
(en temps thermique) et les 2 dates de semis (TTPI1, TTPI2) et 6 QTL pour les parametres du
modé¢le (BVP, P20, P2R).

Une région majeure a été identifiée a 74 cM sur le chromosome 3 ou les QTL de TTPI1, TTPI2
et de P20 montrent des LOD ¢levés (respectivement des valeurs de LOD de 70.5, 80.4 and

59.1). Le pourcentage de variation phénotypique expliqué par ces QTL était respectivement de
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45.2%, 58.8% et 49.4%. A cette position I’allele de Tiandougou augmente TTPI1 et TTPI2
respectivement de 66°Cd et 72°Cd et diminue P20 de 0.11h.

L’analyse des geénes candidats présents dans la région génomique du QTL majeur nous a amené
a proposer un gene impliqué dans I’horloge circadienne (ELF3) comme un des principaux

régulateurs de la floraison des sorghos photopériodiques.

Dans cette étude, l'utilisation d'une population de cartographie issue de deux parents
photopériodiques permet d'approfondir la compréhension des déterminismes génétiques de la
floraison et de la sensibilité a la photopériode. Jusqu’a présent, “aucune étude génétique* n'avait
porté sur la régulation fine de la sensibilité a la photopériode du sorgho. On s’était surtout
intéressé aux génes majeurs a effet treés fort ayant pour fonction de supprimer (ou de réduire

fortement) la sensibilité a la photopériode.

Bien que les valeurs de P20 entre les deux parents semblent presque similaires (différence de
15 min), cette légere différence induit une variation de la date de floraison d’environ une
semaine. Une telle variation est extrémement importante en termes d'adaptation aux conditions

locales.

L’identification d’un QTL majeur de photopériode critique permet de développer de nouvelles
options d’amélioration du sorgho basées sur une sélection de variétés améliorée
photopériodiques adaptées aux différents environnements climatiques rencontrés en Afrique
Soudano-Sahélienne. Jusqu'a présent, on pensait que la maturité et la sensibilit¢ a la
photopériode étaient étroitement liées et que les variétés précoces étaient nécessairement moins
sensibles a la photopériode (Clerget et al., 2007). Nos résultats montrent que les changements
dans la photopériode critique permettent de modifier la précocité sans changer la sensibilité a
la photopériode. Cette constatation ouvre de nouvelles voies pour le développement de variétés
précoces, bien adaptées au nord du Mali, tout en préservant la sensibilité a la photopériode et

donc la stabilité de la production végétale.

Conclusion

Cette approche combinant la modélisation des cultures et l'analyse génétique a permis de
parvenir a une meilleure compréhension écophysiologique du QTL majeur identifié. Nous
avons démontré qu'il est possible de décomposer le temps de floraison en différents parametres

physiologiques, qui sont controlés par des régions génomiques spécifiques.
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Le QTL majeur détecté sur le chromosome 3 contrélant la photopériode critique repose sur un
orthologue du géne ELF3 pour lequel des preuves fonctionnelles ont été fournies chez
Arabidopsis et le riz. Des analyses plus approfondies de ce locus a l'aide des études d'association
(GWAS), d’études de populations multiparentales et des lignées isogéniques permettraient de
préciser sa position cartographique pour étayer le role de ce géne candidat et en cataloguer les

variations alléliques.

A moyen terme, les attentes liées a 1'utilisation de la modélisation combinée et des approches
de génétiques quantitatives devrait permettre de concevoir des idéotypes tenant compte des
scénarios de changement climatique en valorisant la capacité de prédiction de la modélisation
¢cophysiologique et la précision et l'efficacité de la sélection assistée par les marqueurs

moléculaires.

La compréhension des bases génétiques de la sensibilité a la photopériode ouvre ainsi des
perspectives importantes de sélection du sorgho en fournissant des outils et des génes innovants

pour affiner 1'adaptation des plantes a la variabilité climatique et au changement climatique.

III. Analyse du déterminisme génétique de la floraison et de la
croissance en hauteur au sein d’une population biparentale de
type rétrocroisement avancé (BC1F4)

Cette analyse a pour objectif d’approfondir notre compréhension du déterminisme génétique de
la date de floraison et de la hauteur des plantes au sein d’une population de rétrocroisement
avancé (advanced backross) caractérisée en condition de jours longs (semis de Juin et Juillet)

et en condition de jours courts (semis de Septembre).

L’avantage qu’apporte ce type de population « AB-QTL » par rapport a la population P118
(population F4) étudiée dans la section précédente, résulte du fait qu’elle permet de combiner
I’analyse QTL avec le développement des variétés en identifiant et en introgressant
simultanément les alleles favorables au QTL (pour des caractéres agronomiques important)
d’un fond génétique non adapté (sauvage ou locale) vers un génotype cultivé (Tanksley and
Nelson, 1996). Avec la stratégie AB-QTL, les travaux de phénotypage s’effectuent sur des
populations de génération avancée en backcross (BC2 ou BC3) lesquelles sont proches du
parent récurrent cultivé (car ayant recue un petit fragment du génome provenant du parent

donneur sauvage). Un autre avantage de la stratégie AB-QTL c’est qu’elle ne nécessite que
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quelques générations de rétrocroisement pour générer des lignées quasi-isogeniques (fond
génétique homogene) qui peuvent étre évaluées et ou utilisées dans un schéma de sélection

variétale.

Par ailleurs, cette stratégie développée pour la premicre fois chez la tomate (Tanksley et al.,
1996) fut par la suite appliquée avec succes chez beaucoup d’autres espéces tel que le riz
(Moncada et al., 2001, Septiningsih et al., 2003, Thomson et al., 2003, Xiao et al., 1998), le
mais (Ho et al., 2002), le blé (Huang et al., 2003), I’orge (Pillen et al., 2004, Von Korff et al.,
2005, Von Korff et al., 2006), le haricot (Blair et al., 2006) afin d’identifier les QTL impliqués

dans la variation des caractéres d’intéréts agronomiques.

II1.1. BC06 : Matériels et méthodes

1I1.1.1- Développement de la population BC06 : E36-1 (parent donneur) X
Keninkeni (parent récurrent)

La population « BC06 » a été développée a partir du croisement entre un parent donneur (E36-
1) et le parent récurrent (Kéninkéni). La variété E36-1, encore appelée « Zera-Zera » est de type
botanique Caudatum avec de gros grains et est originaire d’Ethiopie. Cette variété présente des
tiges juteuses et sucrées avec une concentration en sucres solubles de la matiere séche atteignant
jusqu’a 19 degrés Brix ou « °B » (données non publiées). Le degré Brix correspond a la fraction
de saccharose dans un liquide ou le pourcentage de maticre seche soluble (1°B = 1 g de maticre

séche soluble pour 100g de solution).

La variété Keninkeni a été développée par le programme Sorgho de I’'IER (Mali) dans le cadre
d’un projet de valorisation de la diversité génétique des sorghos du Mali (FFEM : Fond Frangais
pour I’Environnement Mondial). Keninkeni est une variété élite adaptée a la zone Soudano-
sahélienne dont la pluviométrie varie entre 800 — 1000 mm par an. Cette variété améliorée a
des panicules d’aspect Guinea avec une bonne qualité des grains. Elle est issue d’un programme
de sélection impliquant 19 parents de types botaniques différents (guinéa, caudatum, durra et

kafir).

Ces deux génotypes parentaux sont de tailles moyennes (hauteur pouvant atteindre 1.45m) et
moyennement sensibles a la photopériode (leurs coefficients de sensibilité a la photopériode
« Kp » varie entre 0.4 - 0.5). IIs ont un cycle « semis- maturité physiologique du grain » de 110
jours en moyenne dans le contexte de semis précoces réalisés dans les conditions Maliennes.

A I’issue des premiers croisements (Figure II-5a) réalisés durant la contre saison de culture

2010 (janvier 2010), plus de 200 plantes F1 ont été obtenues. Pendant la saison normale de
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culture (Juin 2010), chaque plante F1 a été rétro-croisée (Backcross) avec le parent récurrent
Keninkeni afin d’obtenir des BC1F1. Environ 200 plantes BC1F1 ont été retenues afin de
conserver une certaine diversité génétique du matériel. Chaque plante BC1F1 a ensuite été
autofécondée (Juin 2011) pour obtenir des populations BC1F2. Ces populations BC1F2 ont été
soumises a une légere pression de sélection sur la taille et le cycle (les plantes trop grandes/
courtes, et trés précoces ont été supprimées). Une seule plante BC1F2 a été conservée par
famille (descendance issue du croisement) et autofécondée pour obtenir des BC1F3 pendant la
contre saison 2011. Les semences BC1F3 ont été alors mélangées (bulk) pour servir a la
réalisation des premicres analyses de phénotypage (juin 2012) sur les caractéres

agromorphologiques (phénologie, cycle, rendement...etc.).

1I1.1.2. Site expérimental et conditions environnementales
Le phénotypage de toutes les populations étudiées dans le cadre de cette thése a été réalisé a la
station de recherche agronomique de Sotuba (Bamako, 12°39°N et 7°56°W altitude : 381m). Le
climat est de type soudano sahélien avec deux saisons : une saison séche qui s’étend de
novembre a mai et une saison pluvieuse de type monomodale (une seule saison pluvieuse par
an, ou hivernage) qui se déroule de mai a octobre. La texture des sols rencontrés sur le site de

Sotuba est de types limono argileux et sablo argileux.

111.1.3. Dispositif expérimental

La caractérisation de la population BCO06 a été effectuée sur 4 périodes différentes : les

hivernages 2014 et 2015 et les contre saisons de culture 2013 et 2015.

II1.1.3.1- Hivernage 2014

Durant la saison hivernale 2014, les familles BC1F4 (de chaque semis) de la population BC06
ont été randomisées dans un dispositif en bloc augmenté appelé « Augmented design ». Ce type
de dispositif a été introduit pour la premiére fois par Federer (1956) afin de répondre a un besoin
de mise en place de nouveaux dispositifs expérimentaux pertinent pour 1’évaluation de
nouvelles variétés de Canne a sucre. Il est principalement utilisé par les programmes de
sélection pour 1’évaluation de nombres importants de nouveaux génotypes lorsque les quantités
de semences disponibles sont limitées pour la mise en place d’essais avec des répétitions des
génotypes mais aussi pour des évaluations phénotypiques multi-environnementales (Crossa,
2012, Federer, 1961). Dans un dispositif en bloc augmenté, les variétés analysées ne sont pas
répétées alors que des variétés « témoin » sont répétées de nombreuses fois sur la totalité de

’essai pour contrdler la variabilité spatiale a I’intérieur de 1’essai.
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Dans notre expérimentation, les 161 familles et témoins (E36-1, Keninkeni et Grinkan) ont été
affectés de fagon aléatoire dans 12 blocs. Les 11 premiers blocs était constitué de 17 traitements
comprenant 14 familles BC1F4 et 3 témoins ; tandis que le dernier bloc ne comportait que 10
traitements correspondant a 7 familles et 3 témoins. Au total, pour I’ensemble du dispositif, 197

traitements ont été analysés pour chaque date de semis.

Chaque traitement était constitué d’une ligne de 4m. L’écartement entre les lignes était de 75
cm et I’écartement entre les poquets au sein de chaque ligne était de 40 cm. Les allées entre les
bandes (sous- parcelle) faisaient une largeur de 1.50 m. Ces dimensions de parcelles/ traitement

sont valables pour les 3 autres essais (hivernage 2015, contre saison 2013 et 2015).

I11.1.3.2- Hivernage 2015

Durant la saison hivernale de culture 2015, une expérience factorielle comportant deux facteurs
a étudier a été mise en place « dispositif en split-plot ». Le facteur principal est la date de semis
avec deux niveaux de variation (semis de Juin et de Juillet) et le facteur secondaire correspond
aux 161 familles et aux 3 variétés témoins (164 niveaux de variations). Le dispositif comportait
deux répétitions. Le nombre total de traitements correspondant a I’ensemble du dispositif est

de 680 entrées (161 familles x 2 blocs x 2 semis et 3 témoins x 3 répétitions x 2 blocs x 2 semis).

111.1.3.3- Contre saisons 2013 et 2015

Durant les contre-saisons 2013 (semis du 20/9/2013) et 2015 (semis du 21/9/2015), les mémes
161 familles et témoins ont €t¢ randomisés dans des dispositifs en bloc augmenté sans
répétition. Une irrigation supplémentaire a été apportée sur ces essais. Chaque essai comportait
11 blocs avec au total 18 traitements (15 familles + 3 témoins) dans chacun des blocs a
I’exception des derniers blocs qui en présentaient 17 (14 familles et 3 témoins) et 14 traitements
(11 familles + 3 témoins) respectivement pour les essais 2013 et 2015. Le nombre total de

traitements dans les deux essais était de 197 et 193 respectivement pour les essais 2013 et 2015.

111 .1.4. Caractérisation phénotypique : Phénologie et croissance

Les 161 familles BC1F4 de la population BCO6 ont été caractérisées sur I’ensemble des essais

pour les variables suivantes :

e Date d’émergence de la feuille drapeau (FD), observée sur les 5 premiers plants de

chaque parcelle élémentaire,

e Nombre total de feuilles vertes a maturité sur la tige principale (NBFV),

Chapitre IT 72



e Longueur de la tige principale (LTIG) mesurée de la base du collet au sommet du
dernier entre-nceud situé sous le pédoncule (en cm),

e Nombre total d’entre-nceuds allongés de la tige principale (NEN),
e Longueur du pédoncule de la tige principale (LPED) (en cm),
e Longueur de la panicule (LPAN) de la tige principale (en cm).

Ces mesures ont ét¢ réalisées sur 5 plantes de chaque parcelle élémentaire au stade de

maturation du grain (a I’exception de la variable de date d’apparition de la feuille drapeau).

e Le nombre total de feuilles développées (NBTF) a été¢ mesuré uniquement sur les essais

de 2015.

A partir de ces variables mesurées, les variables suivantes ont été calculées :

e La durée entre le semis et I’émergence de la feuille drapeau (SFD) exprimée en nombre

de jours a été calculée comme suit : SFD = FD — Date de semis.

e Le coefficient de photopériodisme (Kp) de chaque famille a été calculé selon la formule
présentée par (TRAORE et al., 2001). Ce coefficient de sensibilité a la photopériode est
défini comme le rapport du raccourcissement de la durée « semis feuille drapeau » entre
les deux dates de semis (SFDI-SFD2) et la différence de nombre de jours entre le

premier et le second semis (D1 et D2).

Kp — SFD1 — SFD2

P="p1-D2
avec SFDI1 et SFD2 les durées entre le semis et 1I’émergence de la feuille drapeau pour les deux
dates de semis D1 et D2. Dans le cadre de cette étude, la durée du cycle semis-feuille drapeau

est exprimée en nombre de jours.

Ce coefficient Kp varie entre 0 et 1. Pour les génotypes trés sensibles a la photopériode, Kp est
proche de 1 car le raccourcissement de la période végétative est égale au décalage de semis
(Kouressy et al., 2008c). Pour les génotypes non sensibles a la photopériode, Kp est proche de

0 ce qui indique que, la durée du cycle n’est pas influencée par la date de semis.

e La longueur moyenne des entre-nceuds (LMEN), calculée a partir de la longueur de la

tige principale et du nombre total d’entre-nceuds allongés : LMEN = LTIG / NEN,
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1I1.1.5 Analyse des données phénotypiques
III.1.5.1- Vérification des données

Pour I’ensemble des jeux de données, une vérification des données a été réalisée sur chacune
des variables a 1’aide du logiciel R version 3.3.2 (R development Core Team, 2016) . La
distribution de chaque caractére a été analysée ainsi que les corrélations inter-caracteres, cela a
permis de corriger certaines données aberrantes. En outre, les statistiques descriptives
(moyenne, distribution, écart-type et coefficient de variation phénotypique) ont également été

calculées.

II1.1.5.2- Ajustements des données en prenant en compte la structure
des dispositifs expérimentaux

Calcul des données ajustées intra-essai

Les données ajustées aux variations environnementales de chaque essai et de chaque date de
semis ont été utilisées directement pour les analyses phénotypiques (corrélations...) et les

analyses de détection de QTL.

- Pour les essais ou un dispositif en blocs augmentés a été utilisé (contre saisons
2013 et 2015 et saison normale de culture 2014), les moyennes ajustées ont été

calculées grace a la fonction « DAU.test » du package R « agricolae ».

- Pour les données phénotypiques obtenues en saison normale de culture 2015 sur le
dispositif en split-plot, les moyennes phénotypiques de chaque famille pour chaque
date de semis ont été obtenues par « extraction » des valeurs génétiques (BLUP :
Best Linear Unbiased Prediction) a partir du modele linéaire mixte suivant a 1’aide

du package R « Ime4 » :
YU = u+Gl+B]+eU (1)

avec Yj la valeur phénotypique mesurée sur la famille 1 dans le bloc j ; p la moyenne générale
de la population ; G; I’effet aléatoire de la famille 1 ; B; I’effet du bloc j déclaré en effet fixe et

eij la résiduelle du modeéle.

Calcul des données ajustées inter-essais

En complément des. données ajustées de chaque essai et de chaque date de semis, la

combinaison des données pheénotypiques issues des deux années (saisons normales de culture
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2014 et 2015) de chaque date de semis a permis d’obtenir des estimations d’effets génétiques

(i.e. BLUP) de chacune des familles en utilisant le mode¢le suivant :
Yl] = H+AL+G]+€U (2)

avec Yjjla valeur phénotypique mesurée sur la famille i pour ’année j ; A; I’effet de I’année j

déclaré en fixe, G;: ’effet aléatoire de la famille et ¢; la résiduelle du modéle.

A partir de ce modele, nous avons extrait les valeurs génotypiques de chaque famille (i.e. les
BLUP) pour chacune des variables mesurées. Ces données ont ensuite été utilisées pour

I’analyse des données phénotypiques et les analyses de détection de QTL.

II1.1.5.3- Corrélations phénotypiques

Les corrélations entre les différents caractéres mesurés sur les 161 familles BC1F4 communes
aux deux années d’expérimentation, ont été calculées sur la base des valeurs génétiques (i.e.
BLUP) obtenues pour les semis de Juin des deux années de culture normale (2014 et 2015).
Toujours sur la base des valeurs Blup, les mémes corrélations ont été calculées entre les 2 essais
de contre saisons (2013 et 2015) mais également entre les essais de saison normale et de contre

saison.

II1.1.5.4- Estimation des variabilités génétiques

Les coefficients de variation phénotypique (CVP %) et génotypique (CVG %), ainsi que les
héritabilités des différents caractéres mesurés pour les deux dates de semis (Juin et Juillet) de
la saison normale de culture 2015 ont été calculés a partir du modele d’analyse de variance

présenté ci-dessous :

Yl]=u+Gl+B]+el] (3)
Ou Yjjest la valeur phénotypique mesurée sur la famille 1 dans le bloc j; G; ’effet du génotype
(famille) i, et e;; la résiduelle du modéle.

A partir des résultats de ce mod¢ele d’analyse, les CVP, CVG et les héritabilités ont été

calculés de la maniére suivante :

CVp = Jo2/% +100 (4)

CVG = |aZ/% =100 (5)

Avec o la variance phénotypique : 62 = dZ + CMe ;
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Ou o représente la variance génotypique : 6¢ = (CMg - CMe) /k

Avec CMg et CMe ; le carré moyen génotypique et résiduel ; et k le nombre de répétition de
I’essai.

Connaissant la variance phénotypique et génotypique, I’héritabilité au sens large (h%) a été

calculée selon la formule suivante :
Hy=03/0¢ (6)
Ou o7 et o représentent des variances phénotypiques et génotypiques respectivement.

II1.1.5.5- Analyse des effets de date de semis et des interactions
« Génotype x Date de semis »

Enfin, afin d’évaluer les effets des dates de semis et des interactions entre dates de semis et

famille BC1F4 le modéle suivant a été utilisé :

Yik =n+ G+ S5+ (G *S); +ee (7)

Ou Yijk est la valeur phénotypique mesurée sur la famille i dans le semis j; G; I’effet du
génotype (famille) 1, S; est ’effet de la date de semis j et ej la résiduelle du modéle. Seules

les données de 2015 (2 dates de semis) ont été analysées avec ce modele d’analyse.

1I1.1.6 — Génotypage de la population BC06

En amont de la réalisation du premier backcross et des différents cycles d’autofécondation
impliqués dans le développement de la population BC06, des tests de conformité des hybrides

et des populations ont été effectués avec quelques marqueurs.

Pour le génotypage de I’ensemble des 161 familles de la population BC06, environ 30 graines
de chaque famille BC1F3 ont été semées en serre pour effectuer les prélevements d’ADN.

Pour chaque famille, un mélange de feuilles provenant de 20 plantes a été utilisé.

Le génotypage a été effectué selon la technique de génotypage par séquencage (GBS :
Genotyping By Sequencing) avec 1’enzyme de restriction ApeK1 en utilisant le protocole

développé par Elshire (Elshire et al., 2011).

Le génotypage par séquengage a été effectué en quatre étapes principales : 1) la digestion des
ADN génomiques (individuellement) par I’enzyme de restriction ApeKI afin de réduire la
complexité du génome, 2) la ligation de I’ADN avec deux adaptateurs (un adaptateur avec code-
barres unique a chaque échantillon et un second adaptateur sans code-barres) ; 3) le

multiplexage des individus: les échantillons d’ADN sont mélangés dans un seul tube puis

Chapitre 11 76



A Lane1 | Lane2
barcode cut site remnant retained sequence discarded
‘ 1 1 I
—> -, L !
= ==
== ==
FASTQ files: | == ==
Q = ==
D — [—
== ==
== ==
e
¢ sort & count sequence tags l
51 &
TagCounts files: g 2
48 26
\ merge tag counts (filter based on minimum count) ]
%
Master TagCounts: &7
align to reference genome ¢
tag &‘96"‘ pos
TagsOnPhysicalMap (TOPM): 3 11 410383
3 -1 4910283
3 -1 4910283
B [ Lanet | Original FASTQ files: [Tane? ]
= ==
Master TagCounts: = ==
== =
79 + I—
57 —— —
7 = ==
= =
\ determine distribution of master tags among samples (“taxa”) ]
08 = [000000000000000
TagsByTaxa (TBT): 1003500000400200
0030000102000007
0600201000130020
TagsOnPhysicalMap (TOPM): TagsByTaxa (TBT):
4 .
tag 55 pos - e [IIO00NANA000000
3 -1 4910283 | wha 0010030210001020
B TR
i B L 0600201000130020
\ call and filter SNPs; update TOPM with variants ]
c’,‘“q“" pos varl var2
Production-ready TOPM: 3 iiooses1se 30
3 -1 4910283 15 A 36 G
3 -1 4910283 15 A 36 T

Figure II-5b : Représentation schématique du pipeline d’analyse TASSEL- GBS d’aprés
Glaubitz et al. (2014). A: regroupement des séquences en tag, B : distribution des Masters

Tags parmi les échantillons et C : identification de polymorphisme d’un nucléotide (SNP) et
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subissent une amplification par PCR, la préparation des banques et le séquencage des multiplex
est réalisée via la plateforme Illumina (dans le cas de notre étude des multiplex de 384
¢chantillons d’ADN différents ont été effectués) ; enfin 4) 1’utilisation des codes-barres pour
assigner les séquences aux échantillons et générer des fichiers contenant les séquences obtenues
pour chaque échantillon.

Au total, pour chacune des 161 familles séquencées, 480 000 séquences d’ADN (reads) ont été

produites.

Bien que la technologie GBS soit rapide et économique, I’un des inconvénients de 1’utilisation
de cette technique réside dans le nombre important de données manquantes obtenues ; qui
peuvent étre due (dans notre cas d’étude) soit a un probléme de qualit¢ d’ADN, ou des

problémes de dosages des codes-barres.

En outre, les deux lignées parentales de la population BC06 ont été génotypées en plusieurs
répétitions : 8 répétitions pour le parent récurrent « Keninkeni » et 9 répétitions pour le parent
donneur E36-1. Ce qui a permis d’obtenir des données plus solides pour ces derniéres ; c’est a
dire une bonne couverture de séquencage : 900 million de séquences obtenues pour Keninkeni

et 60 millions pour E36-1.

Une fois le contrdle de qualit¢ des données de séquences terminé, un traitement bio-
informatique des séquences d’ADN a été effectué¢ (Figure II-5b) en utilisant le pipeline
d’analyse TASSEL-GBS (version 4.0) développé par Glaubitz et al. (2014). Le traitement des

données de séquences a été réalis¢ de la manicre suivante :

1) le regroupement des séquences en Tag (séquence unique) : les séquences sont
d’abord triées en fonction des codes-barres ; avec ¢limination des séquences de
mauvaise qualité ou de taille trés courte. Une liste de séquence appelée « Master

TagCount » est générée et par la suite alignée sur le génome de référence ;

2) la distribution des Masters Tags parmi les échantillons. La liste des « Masters
TagCount » est ajoutée au fichier originale FASTQ pour indiquer le nombre de fois
ou chaque tag de la liste Master Tag est observé ; ces résultats sont stockés dans un

fichier TBT (TagsByTaxa) ;

3) lidentification de polymorphismes d’un nucléotide (SNP) et filtration des sites
polymorphes en fonction de la fréquence des all¢les mineurs encore appelé « MAF :

Minimum Allele Frequency » afin de réduire les erreurs de séquengage.
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A I’issue de ces différentes étapes de traitement bio-informatique des données, une matrice de

données composée de 52 409 marqueurs SNP a été générée.

Un premier filtre basé sur le polymorphisme des deux parents a été effectué sur cette matrice
grace a des procédures implémentées au niveau du logiciel R, suite a laquelle 31 892 SNP ont
¢été sélectionnés. Puis un second filtre a été réalisé en deux étapes : 1) le recodage de la matrice
en alleles parentaux (AA= homozygotes hérités du parent recurent Keninkeni, BB=

homozygotes du parent donneur E36-1 et H = hétérozygotes) ;

2) la sélection des SNP sur la base de la matrice recodée en fonction de leur taux de données

manquantes, la fréquence de leur alleéle mineur, leur taux d’hétérozygotie.

Enfin, un dernier filtre a ét¢ mis en place sur les individus en se basant sur leur similitude avec
le parent récurrent (les individus trop proches du parent récurrent ont été supprimés) et/ ou avec

le parent donneur.

Suite a ces différents filtres, une matrice de génotypes contenant 14 076 marqueurs SNP et 148

individus a été produite.

Une imputation des données manquantes a ensuite été réalisée a partir de cette derniére matrice
de données SNP a I’aide de I’algorithme d’imputation « FSFHap » (Full-Sib Family Haplotype)

implémenté dans Tassel version 5.0.

La matrice obtenue suite a cette imputation contenait des données manquantes, en effet FSFHap
assigne aux points de cassure de recombinaisons entre haplotypes des données manquantes.
Grace a la haute densité de génotypage, les génotypes a ces points de cassures ont été inférés

via R/qtl.

Au terme de la phase d’imputation, la matrice de données finales obtenue était composée de

144 individus avec 12 233 marqueurs SNP.

La carte génétique de cette population BC0O6 a été obtenue en utilisant les informations de la
carte de la population P118 (cf. section II.) qui dispose de 228 marqueurs Kaspar sur 400
individus. Cette carte P118 est utilisée comme carte de référence afin de convertir les distances
physiques en distance génétique grace a une fonction R nommée « ZiplinR » en faisant des

projections.
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1I1.1.7. Stratégie de détection de QTL au sein de la population BC06

La recherche de QTL a été effectuée sur les valeurs phénotypiques ajustées aux variations
micro-environnementales obtenues sur chacune des 144 familles BC1F4 pour chaque essai
(2013, 2014 et 2015). En outre une détection QTL sur les données blup basées sur les essais
des saisons normales de cultures 2014 et 2015 pour chaque date de semis a aussi été effectuée.
La détection a aussi été effectuée sur les données blup obtenues sur la base des deux essais de

contre saison (2013 et 2015) (Tableau II-3).

Tableau II- 3- : Types de données phénotypiques et dispositifs expérimentaux utilisés pour
I’analyse des différents essais.

Jeu de données phénotypique Essais Ajustement

2013 contre saison 2013 Bloc augmenté

2014 semisl
2014 semis2

2014 Semisl
2014 Semis 2

Bloc augmenté
Bloc augmenté

2015 semisl 2015 Semisl Split splot
2015 semis2 2015 Semis 2 Split Splot
2014-2015_semis] 2014 Semisl +2015_ Semisl Blup

La détection de QTL par analyse de liaison est basée sur 1’identification de locus dont la
variation allélique est associée a la variation phénotypique du caractére analysé. Parmi les
méthodes de détection de QTL qui existent en analyse de liaison (Single Marker
Analysis « SMA » (Tanksley et al., 1982), Single Interval Mapping « SIM »(Lander and
Botstein, 1989), Composite Interval Mapping « CIM » (Zeng, 1993) (Zeng, 1993), multiple
QTL mapping « MQM » (Jansen, 1994) et Multiple Interval Mapping « MIM » (Kao et al.,
1999)) ; nous avons choisi d’utiliser la méthode de cartographie de QTL multiples « MQM »
de Jansen et al., (1994) pour la recherche de QTL sur la population BC06.

L’approche MQM combine les atouts du modele linéaire généralisé avec ceux de la
cartographie de QTL en SIM. C’est donc une méthode possédant une puissance statistique plus
¢levée que beaucoup d’autres méthodes de cartographie d’intervalle (Arends et al., 2010). Elle
permet de s’affranchir des effets des principaux QTL détectés (en utilisant les informations des
marqueurs les plus proches comme cofacteurs) ainsi que les effets d’interactions. Néanmoins,
dans notre analyse, ces effets d’interactions entre QTL n’ont pas été pris en compte dans le

modele a cause de I’instabilité des résultats issus du modéele intégrant les interactions.
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Un autre avantage de la méthode MQM, par rapport a la méthode CIM et a beaucoup d’autres
méthodes, est la réduction des risques d’erreurs de type I (alpha) et II (Beta). Ces risques
d’erreurs de type I et II, correspondent aux risques de rejeter I’hypothése nulle alors qu’elle est

vraie (erreurs de type 1) ou inversement (erreurs de type II).

L’analyse a été effectuée a 1’aide du package R/qtl développé par Broman et al. (2003). Ce
package a été congu pour les études de cartographie QTL dans les croisements expérimentaux
tel que les populations de backcross (BC), les populations de type F2, et de lignées
recombinantes (RIL). R/qtl est donc bien adaptée a notre population d’étude de type backcross
car nous avons la possibilité¢ d’indiquer le type de population dont on dispose grace aux options
« BC. gen » et « F. gen » (utilisé uniquement pour les croisement de types « besft ») de la

fonction read.cross.

Grace au récents travaux de Arends et al. (2010), sur la cartographie de QTL multiples, nous
disposons maintenant de la toute premicre procédure automatique et libre d’acces permettant
des recherches de QTL au travers de la stratégie MQM intégrée dans R/qtl nommé « R/qtl-
MQM » avec beaucoup d’autres fonctionnalités telles que la parallélisation des analyses, les
tests de permutations pour la définition des seuils de détection, et la visualisation des effets

d’interaction.

Pour notre étude, nous avons adopté une approche de sélection de modéle par étape
(Forward/backward) a 1’aide de la fonction « stepwiseqtl » implémentée dans le package R/qtl
(Broman et al., 2003, Arends et al., 2010). La fonction Stepwiseqtl vise a d’identifier le meilleur
modele a QTL multiples en optimisant le LOD score du modéle global (Manichaikul et al.,
2009).

Avant d’effectuer cette analyse, un scan complet du génome a deux dimensions (fonction
« scantwo » ou test de modeles a deux QTL) a d’abord été réalisé en utilisant la méthode de
régression de Haley et Knott (1992). Cette analyse permet de tester la présence de deux QTL
situés sur le méme groupe de liaison. Un LOD seuil pour déclarer que les QTL détectés sont
significatifs a ensuite ét¢ défini pour chaque caractére selon la méthode décrite par Churchill et
al., (1994) en appliquant 1000 permutations avec un risque global d’erreur de premiére espece
(alpha) de 5% a I’échelle du génome complet. Ce risque correspond a la probabilité de détecter
des QTL alors qu’il n’y en a pas, en d’autres termes, le risque qu’un QTL détecté soit un faux

positif.
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Enfin le modele a QTL multiples le plus pertinent (i.e. celui présentant la valeur de LOD

pénalisé la plus €levée) a été sélectionné.
A I’issue de I’analyse MQM, les différents parameétres du modele obtenus sont :

e les positions des QTLs détectés
o leurs effets d’additivité et de dominance

e les pourcentages de la variation phénotypique (1?) qu’ils expliquent

Parmi les nombreuses méthodes proposées pour déterminer 1’intervalle de confiance des QTL

détectés, nous avons choisi celle décrite par Broman and Sen (2009b) et par Manichaikul et

al. (2009) (i.e. LOD-1.5).

Une représentation graphique de tous les QTL obtenus, a été¢ construite en utilisant 1’outil

Spidermap version 1.7 (Rami, non publié).

II1.2. Résultats
II1.2.1. Variabilité des caracteres et héritabilités

Au total, 9 caracteres ont été analysés dans 6 environnements différents correspondant a trois
années d’essais : un premier essai en contre saison 2013 (semis en Octobre), un second essai en
saison normale 2014 (semis de Juin et Juillet) puis un troisiéme essai en 2015 (semis de Juin,
Juillet et Septembre). Les quantités de pluies recueillies au cours de la réalisation de ces
différents essais (des jours précédant le semis jusqu’a la récolte) ainsi que les températures
moyennes mensuelles enregistrées durant les saisons normales de culture 2014 et 2015 sont

présentées au niveau de la Figure I1-6.

Les analyses conjointes des 6 essais mis en place, ont mis en évidence I’importance de 1’effet
date de semis sur les phénotypes observés. En effet, comme illustré au sein de la Figure II-5 les

données se groupent en fonction des dates de semis.

Les résultats de I’ensemble des essais ont montré que le parent donneur E36-1 est plus précoce
de 5 et 10 jours que le parent récurrent Keninkeni respectivement pour les semis les plus
précoces de 2014 (24 juin) et 2015 (21 juin). Par contre pour les deux autres semis tardifs (16
juillet 2014 et 2015), c’est le parent Keninkeni qui s’est montrée plus précoce. Avec un
coefficient de sensibilité a la photopériode (Kp) de 0.56 (mesuré uniquement sur 1’essai de

saison normale de culture 2015), Keninkeni est plus sensible a la variation de la durée du jour
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Figure I1I-7 : Analyses conjointes des 6 essais mis en place avec la population BC06.A) Analyse
en composantes principales basée sur les quatre caractéres communs aux 6 essais (SFD, LTIG,
NBETN, IgmoyETN), les deux premiéres composantes principales expliquent 99 % de la
variabilité phénotypique. L’axe 1 est principalement défini par la longueur totale de la tige, le
nombre d’entre-nceuds et la durée du cycle semis-feuille drapeau, tandis que 1’axe 2 dépend
principalement de la longueur moyenne des entre-nceuds. B) Sur le plan composé des deux
premiéres composantes principales, les valeurs phénotypiques des différentes familles BC1F4
ont été positionnées en fonction des différents essais. Il apparait que les données se groupent
principalement en fonction des dates de semis en mettant une évidence une transition claire
entre la premiére date de semis sur la gauche du graphique vers la contre-saison sur la droite en
passant par la seconde date de semis. C) la prise en compte des données relatives au nombre
total de feuilles développées et aux longueurs du pédoncule et de la panicule en complément
des quatre caractéres analysés en ACP ont permis de mettre en évidence la méme tendance. En
effet, I’analyse de clusterisation hiérarchique a mis en évidence 3 groupes principaux d’essais
(en lignes) correspondant aux différentes dates de semis (du semis 1 a la base du clustering vers
le semis 3 (contre saison) en haut). Les données en rouge correspondent a des valeurs élevées,
tandis que cellesen jaune correspondent a.des. valeurs basses. Lés données en blanc
correspondent a des données manquantes.
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que E36-1 (Kp=0.28), ce qui explique la forte diminution de la durée de son cycle entre les

semis de juin et juillet (17 jours) pour I’essai de 2015.

La valeur moyenne du cycle semis-floraison (estimée au travers de la durée entre le semis et la
feuille drapeau : SFD) pour les 161 familles de la population est inférieure a celle du parent
récurrent Keninkeni de 3 jours et supérieure (de 2 a 7 jours) a la moyenne du parent donneur
E36-1 dans les deux environnements. Dans I’ensemble, les descendances sont plus sensibles a
la variation de la durée du jour que le parent donneur E36-1. En ce qui concerne les parametres
relatifs a la production de biomasse (hauteur des tiges, nombre total de feuilles développées,
nombre et longueur moyenne des entre-nceuds), la moyenne de I’ensemble de la population
pour chacun de ces caracteéres est similaire a celle du parent récurrent Keninkeni. Par contre
pour les caractéres liés a la longueur du pédoncule et de la panicule, la moyenne des
descendances est similaire dans les deux environnements et supérieure a celle du parent donneur

E36-1.

De maniere générale, pour I’ensemble des caracteres analysés dans les trois semis de 2015, les
valeurs des coefficients de variation phénotypique (CVP %) sont similaires a celles des
coefficients de variation génotypique (CVG%) (cf. modéeles (4) et (5)) a I’exception de la
sensibilité a la photopériode pour laquelle les CVP (38 %) sont deux fois plus grands que les
CVG (19 %). Cette différence entre variance phénotypique et génotypique pour le Kp, indique
un fort effet de I’environnement sur la sensibilité a la photopériode contrairement aux autres
variables phénologiques et agromorphologiques. Les plus grandes valeurs de CVP ont été
observées pour les caractéres de hauteur des tiges, de longueur moyenne d’entre-nceuds (semis
de juillet) et de sensibilité a la photopériode (> 20%), alors qu’elles sont moins élevées pour les

autres variables agronomiques.

L’analyse de variance (mod¢le 7) a permis de mettre en évidence un effet hautement significatif
(P< 0.001) de la date de semis sur la plupart des variables mesurées. Par contre, I’effet de la
date de semis a été non significatif sur la longueur moyenne des entre-nceuds et sur la longueur
de la panicule (Tableau II- 4). Des différences tres significatives (P< 0.001) entre les génotypes
(familles) ont ¢été également observées pour tous les caractéres. Les interactions
« Famille*Semis » sont significatives seulement pour les variables de durée du cycle semis-
floraison (P< 0.001), de nombre total de feuilles développées et de nombre total d’entre-nceuds

allongés (P< 0.05).

De fortes héritabilité au sens large (cf. modele 6, H%s1 >0.80) ont été obtenues pour les différents

caractéres agronomiques mesurés.
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Tableau II-5 : Corrélations phénotypiques entre les caractéres phénologiques et
agromorphologiques sur la base des résultats Blup obtenus sur les 161 familles phénotypées
en juin durant la saison normale de culture 2015 a Bamako (Mali).

Variables SFD Kp TLN LTIG NBETN  LgMoyETN  LPED
Kp 0.76%**
TLN 0.83%%* 0.64%%*
LTIG 0.42% % 0.22%* 0.44%%*
NBETN 0.80%%** 0.59%%* 0.89%%* 0.53%%*
LgMoyETN 0NS -0.1 NS 0.04NS  0.85%** 0.02 NS
LPED 0.1INS  -0.16NS  -0.13NS  0.26** 0.INS  0.38%*
LPAN 0.02 NS -0.07NS  0.02NS 0.13 NS 0.09NS  0.IINS  0.54%%*

*: Significatif au seuil de probabilité de 5%, **: Significatif a 1% et ***: Significatif au seuil
de probabilité de 0.1%. NS: non significatif.

Tableau II-6 : Corrélations de Pearson entre les années (2013, 2014 et 2015) pour les
différentes variables agronomiques sur la base des données moyennes ajustées (saison
normale de culture 2014 et contre saison 2013 et 2015) et/ ou a partir des estimations des
valeurs génétiques « Blup » (saison normale de culture 2015).

Semis de juin Semis de juillet Semis de septembre

Variables r(2014-2015) r(2014-2015) r(2013-2015)
SFD 0.89%** 0.81%%* 0.32%%*

Kp 0.26%* - -

LTIG 0.89%** 0.06 NS 0.03 NS
LPED 0.765%** 0.06 NS -

LPAN 0.56%** 0.55%** -

NBETN 0.75%%* 0.72%%* 0.44%**
LgMoyETN 0.86%** 0.78%*** 0.67%**

*: Significatif au seuil de probabilité de 5%, **: Significatif a 1% et ***: Significatif au seuil
de probabilité de 0.1%. NS: non significatif



Par ailleurs, 1’estimation des corrélations génotypiques entre les caractéres phénologiques et
agromorphologiques sur la base des résultats Blup obtenus sur le semis de juin de 1’essai 2015,
ont montré de forte corrélations positives (P< 0.001) entre la durée du cycle semis floraison et
la sensibilité a la photopériode (Tableau II-5). Ces deux variables sont également corrélées (P<

0.01) aux variables de production de biomasse (NBTFD, LTIG et NEN).

Par contre aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre la durée du cycle, le
nanisme (LMEN) et les caracteres de longueur du pédoncule et de la panicule (LPED et LPAN).
De fortes corrélations positives (P< 0.01) ont été observées entre la hauteur des tiges, la

longueur moyenne des entre-nceuds et la longueur du pédoncule.

En complément des corrélations intra année entre caracteres, les corrélations phénotypiques
inter-années pour un caractere donné ont été calculées. Ces corrélations sont dans la plupart des

cas significatives et positives (Tableau II-6).

111.2.2. Ildentification des QTL au sein de la population BC06

Afin de définir des QTL uniques, nous avons considéré que lorsque la distance entre les pics de
LOD de 2 QTL situés sur un méme chromosome était inférieure ou égale a 10cM, les 2 QTL
correspondaient a une région identique. Au total, pour ’ensemble des 9 variables analysées
dans les différents essais, 53 régions génomiques uniques ont été identifiés. Un résumé de ces

QTL est présenté dans I’annexe (Annexe 2 et suite).

I11.2.2.1- Des régions chromosomiques a effet fort associées a la
variation de la durée semis floraison et a la sensibilité a la photopériode

Au total, 9 QTL ont été identifiés pour les caracteres relatifs a la date de floraison. Ces QTL
expliquent individuellement entre 3.64 et 54 % de variation de la date de floraison (Annexel et
Figures 11.7). Parmi ces QTL, le QTL a effet majeur identifi¢ a 1.33¢cM sur le chromosome 6,
explique a lui seul jusqu’a 54% de variation de la durée semis-feuille drapeau (SFD) en saison
normale de culture (semis de juin et juillet). En contre saison, ce QTL explique en revanche,

seulement 5.45 % de variance phénotypique de SFD.

Sur le chromosome 3 (12 ¢cM) se trouve deux QTL a effets majeurs expliquant respectivement
31 et 26 % de la variation phénotypique de la durée du cycle semis-feuille drapeau. D’autres
QTL a effets forts (R* variant entre 15 et 17 %) sont identifiés dans la méme zone génomique.

Les autres QTL a effets mineur, sont localisés sur les chromosomes 1, 2, 4, 8, 9 et 10.
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¢tudiées. Chaque QTL est représenté par un triangle localisé au niveau du pic du QTL et indiquant le
sens de ’effet additif (vers le haut : effet positif provenant du parent donneur E36-1, vers le bas : effet
positif apporté par le parent récurrent keninkeni) et d’une barre représentant 1’intervalle de confiance a

Figure II-7 : Représentation graphique des QTL détectés dans les 6 environnements pour les 9 variables
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Concernant la sensibilité a la photopériode (Kp), 5 QTL ont été détectés sur les chromosomes
3,4, 6,7 et 8 parmi lesquels 2 QTL a effets majeurs (LOD= 19 et 29). Ces QTL majeurs
localisés sur les chr 3 (et chr6, colocalisent avec les QTL identifiés pour la date de floraison ;
et expliquent 27 et 49 % de variation de la sensibilité a la photopériode respectivement pour les
chr 3 (80 cM) et 6 (1.33 cM). Par ailleurs, ce QTL majeur de floraison/sensibilit¢ a la
photopériode cartographié¢ sur le chr 3 a été ¢galement détecté au sein de la population « P118 »
(cf. chapitre II. Il-article). Les autres QTL mineurs situés sur les chromosomes 4, 7 et 8
expliquent seulement une faible part de variation phénotypique de ce caractére (R variant entre

4.79 et 5.96 %).

Il est intéressant de noter que dans la zone du chromosome 3 comprise entre 64.85 - 80.85 cM),
tous les alleles de tardiveté de la floraison et de sensibilité a la photopériode (Kp) des familles
BC1F4, sont apportées par le donneur E36-1 ; alors qu’au niveau du chr6 (1.33 cM), la tardiveté

est apportée par le parent récurrent Keninkeni (Figures II-7, annexel).

I11.2.2.2- Régions chromosomiques associées a la hauteur des tiges et a ses

composantes

Sept QTL localisés sur les chromosomes 3, 6 et 7 ont été identifiés pour la hauteur des tiges
(LTIG) pour les semis de juin (2014) et juillet (2015). Entre 5.20 et 54 % de variance
phénotypique de la hauteur des tiges sont expliquées par ces derniers (Annexel). Sur le chr7 se
trouvent deux QTL majeurs de hauteur en répulsion avec des valeurs d’additivité trés élevées
(jusqu’a -30 et +42 cm). Ces deux QTL se situent a 22 ¢cM de distance 1’'un de ’autre et
expliquent chacun entre 23 et 54 % (pour le blup S1) de variation phénotypique de la longueur
de la tige (Figures I1-7). D’autres QTL a effets mineurs ont été¢ détectés sur les chr3, 6 et 7 et
expliquent une faible part de la variation de la longueur de la tige dans les différents

environnements de culture.

Au total, 7 QTL pour le nombre total d’entre-nceuds allongés (NEN) sur la tige principale ont
été détectés expliquant entre 4.49 a 45 % de la variation phénotypique. Parmi ces QTL, on
retrouve le QTL majeur du chromosome 6 (LOD= 28) expliquant a lui seul plus de 45 % de
variance phénotypique du nombre d’entre-nceuds allongés. Sur le méme chromosome, a 74 cM

du QTL majeur, d’autr . mmbre d’entre-
nceuds allongés (R’= RﬂpﬂOff' g f ”f a/ f ’c 0”7 @ effets faibles

localisées sur les chr2, | |
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En ce qui concerne la longueur moyenne des entre-nceuds (indicateur du nanisme des plantes),
6 QTL ont été détectés, dont 2 QTL majeurs en répulsion (les mémes que ceux détectés pour la
longueur de la tige). Ces QTL majeurs localisés dans deux zones génomiques du chr7,
expliquent jusqu’a 54% de variation de la longueur moyenne des entre-nceuds. Sur les
chromosomes 1, 3, 6 et 7, se trouvent des QTL a effets mineur (LOD= 3.97-9.5), mais
expliquant une part assez importante de variance phénotypique de LMEN (R*= 4 — 18%)).
Comme la hauteur des tiges, les alleles conférant un phénotype « nain » sont apportés par le

parent donneur E36-1.

Cinq QTL associés a la variation du nombre total de feuilles développées entre le semis et la
maturation du grain, ont été identifiés sur les chromosomes 2, 3, 6, 7 et 10, parmi lesquels un
QTL majeur sur le chr6 (1.33 cM). La plus grande part de variance phénotypique de NBTFD
est expliquée par ce QTL (R*=37%) ; tandis que les autres régions génomiques expliquent
seulement de faibles parts de sa variation (R>= 6 - 8%) a I’exception du chr3 (R*= 14%). Par
contre, un seul QTL a été identifié pour la variable de nombre total de feuilles vertes a maturité

(R*= 32%).

Quant aux caracteres relatifs a la longueur du pédoncule et de la panicule, 13 QTL a effets plus
ou moins faibles (Lod= 3.96 — 11.95) ont été identifiés dans tous les environnements dont 5
QTL de LPED et 8 QTL de LPAN. Dans I’ensemble, ces QTL expliquent une part de variation
assez importante de LPED et de LPAN (R” variant entre 5.86 et 25 %)

I11.2.2.3- Stabilité des QTL en fonction de la date de semis

De maniére générale la plupart (50%) des QTL identifiés dans cette étude sont stables entre les
différentes dates de semis de la saison normale de culture (S1 ; juin et S2 : juillet), contrairement
au semis de contre saison (S3 ; septembre) pour lequel la majorité de ces QTL ne s’exprime pas
(10%). Seuls les QTL impliqués dans la variation phénotypique de la durée du cycle « semis -
floraison » (SFD, Figures IL.8, 11.9), du nombre d’entre-nceuds allongés (NEN, Figure I8,
11.10), du nanisme (longueur moyenne d’entre-nceuds : LMEN, Figures I1.8, II.11) et du nombre
total de feuilles développées (NBTF) ont été détectés dans cette condition de culture

particuliere.

Parmi les 52 QTL identifiés dans les différents environnements pour I’ensemble des variables
analysées (a I’exception de NBFV mesurée uniquement pour le semis de juin 2014), 9 sont
impliqués dans la variation de la durée semis feuille drapeau. Parmi ceux-ci, 3 sont stables entre

les dates de semis de juin et juillet tandis qu’un seul QTL est stable entre les 3 semis. Trois
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QTL sont spécifiques au semis de juin et seulement 2 QTL sont spécifiques au semis de contre

saison et qui sont localisés sur les chromosomes 1 et 9 (Figure 1I-8, 11.9).

Concernant les QTL de nombre total d’entre-nceuds allongés, un total de 7 QTL a été identifié.
Deux QTL ont été détectés dans tous les environnements, 3 QTL sont stables entre les semis de
Juin et de Juillet (Chromosome 2) et les 2 derniers QTL sont spécifiques au semis de Septembre

(Figure I1.8, 11.10).

Quant aux QTL de longueur moyenne des entre-nceuds, ceux-ci sont moins stables a travers les
environnements : seulement 2 QTL sur les 6 identifiés sont communs aux trois dates de semis
et correspondent a la zone génomique du chromosome 7 ou se trouve le géne majeur de hauteur/
nanisme. En plus, une autre région chromosomique (chr6) commune aux semis de Juin et Juillet
a été détectée, alors que les 3 autres QTL restant sont spécifiques au semis de Juin (1 QTL) et

de Septembre (2 QTL) (Figures IL.8, I1.11).

Parmi les 7 QTL détectés pour la hauteur des tiges, 4 QTL sont communs aux semis de juin et
juillet (impliquant 4 régions génomiques des chromosomes 3 et 7) et 3 QTL spécifiques aux

semis de juin (2 QTL) et juillet (1QTL) (Annexe 3).

En ce qui concerne la stabilit¢ des QTL de longueur du pédoncule et de la panicule (QTL
détectés seulement dans I’environnement de saison normale de culture (semis de Juin et Juillet),
sur les 4 QTL de LPED, 2 QTL sont communs aux deux semis, alors que, seulement 2 QTL sur
les 8 QTL de LPAN sont stables a travers les environnements. Sur les 6 QTL restant 5 QTL

sont spécifiques aux semis de Juin et un seul QTL propre au semis de Juillet (Annexe 3).

Concernant les QTL de nombre total de feuilles développées (variable mesurée uniquement
pour les semis de Juin et Juillet 2015), seulement 2 QTL stables entre les deux dates de semis

ont été mis en évidence (Annexe 3).
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I11.3. Discussion

111.3.1- Durée du cycle « Semis — Floraison » : De nombreux QTL validés
entre études et un nouveau QTL majeur mis en évidence sur le chromosome 3

Dans la présente étude, 9 régions chromosomiques impactant la durée du cycle « semis-feuille
drapeau » ont été détectées. Trois régions a effet fort ont ét¢ mises en évidence. Deux d’entre
elles (chr3 entre 60 et 68 cM et chr6 entre 5.6 et 10 cM) ont déja été¢ mises en évidence dans
des études précédentes (Parh, 2005, Mace et al., 2013a, Bangbol Sangma, 2013) tandis que la
région située sur le chromosome 3 a 76.8 cM (Figurell.8, Annexel) a été détectée pour la
premicre fois dans le cadre de cette étude au sein des différentes populations (P118, BCO06 et
BCNAM) . Cette région a été mise en évidence pour les semis S1 et S2, mais n’affecte pas la
date de semis en condition de contre saison. Elle présente aussi des effets sur la sensibilité a la

photopériode, le nombre d’entre-nceuds et la longueur des tiges (Figure 11.9, I1.10).

Parmi les 6 autres régions, toutes a I’exception de celle située sur le chromosome 4 (113 cM)
ont déja été détectées.

Le QTL majeur du chr6 qui impacte d’une part la durée « semis —floraison » et d’autre part la
sensibilité a la photopériode se situe dans la région du géne majeur de maturité Ma6 déja
identifi¢ chez le sorgho (Rooney and Aydin, 1999a, Murphy et al., 2014b, Yang et al., 2014b).
Ce gene est impliqué dans le contrdle génétique de la sensibilité a la photopériode en condition
de jour long. Murphy et al. (2014b) ont mis en évidence les intéréts de ce geéne sur

I’augmentation de la production de biomasse par son action de tardiveté de la floraison.

Les autres QTL de floraison a effets plus faibles ont déja été identifiés au sein d’études
précédentes :
- chrl « 107 ¢cM » (Srinivas et al., 2009, El Mannai et al., 2011, Mace et al., 2013a)
- chr2 « 142 cM » et chr4 « 113.8 ¢cM » : Bangbol Sangma, 2013
- chr7 « 62.7 ¢cM » : (Srinivas et al., 2009, Shiringani et al., 2010, Mace et al., 2013a),
qui a été détecté uniquement pour le nombre total de feuilles sur 1’essai de 2015 dans
le semisl
- chr8 « entre 105.4 et 115.4 cM », chr9 « 72.7 ¢cM » et chrl10 « 58.6 ¢cM (Crasta et al.,
1999, Parh, 2005, Mace et al., 2013a).
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111.3.2- La hauteur et ses composantes : des génes majeurs confirmés et
plusieurs nouvelles régions a effet plus faibles mises en évidence.

L’analyse du déterminisme génétique de la hauteur de la tige et de ses composantes dans la
population BC06 a permis la mise en évidence de 7 zones chromosomiques impactant les

composantes du rendement en biomasse végétative.

Deux zones a effets majeurs ont été détectées sur le chr7 a 22 cM de distance (72.7 et 94.7 CM).
Le premier QTL localis¢é a 74.7 cM sur le chr7 est proche du QTL de hauteur (qHT7.1)
cartographié par Li et al. (2015); tandis que le second QTL identifi¢ a 96.7 cM sur le chr7
colocalise avec le géne majeur de nanisme dw3 (Casady, 1967, Campbell et al., 1975, Multani
et al., 2003, Li et al., 2015). Dw3 est I'un des principaux génes de nanisme utilisé par les
programmes de conversion Américaine pour réduire la taille des sorghos. Dans la population
BCO06, pour les QTL de hauteur du chr 7, tous les alleles conférant un phénotype « grande

taille » proviennent du parent récurent Keninkeni.

Les autres régions génomiques a effets mineurs localisées sur le chr3 (S3 6268239,
S3 54721296 et S3_58744591) et sur le chr 6 (S6_367564) ont également été cartographiées
par les études antérieures (Ritter et al., 2008, Shiringani et al., 2010, Madhusudhana and Patil,
2013). La zone mise en évidence sur le chromosome 6 impacte non seulement la longueur totale

de la tige mais aussi le nombre total d’entre-nceuds et de nombre de feuilles développées.

De nombreuses autres zones chromosomiques a effets mineurs associées a la production de
biomasse (NEN, LMEN, NBTFD), aux longueurs du pédoncule et de la panicule (LPED et
LAPN) et au nombre total de feuilles vertes a maturité (NBFV) ont été identifiées dans la
population BC06. Une large majorité (60%) correspond a des zones n’ayant pas encore €té

mises en évidence.

111.3.3- Co-localisations détectées entre les caracteéres

L’analyse des 161 familles BC1F4 dans les 6 environnements de cultures a mis en évidence des
zones génomiques uniques associées a la variation de plusieurs caracteres. C’est le cas du QTL
majeur de durée du cycle semis feuilles drapeau (SFD) identifié sur le chr6 qui colocalise avec
les QTL de sensibilité a la photopériode (Kp), de hauteur des tiges et ses composantes (NEN et
LMEN) et du nombre total de feuilles développées. Ce QTL explique entre 30 et 49.28 % de
variation du Kp, entre 37 et 45% de variance phénotypique de NEN, entre 36 a 37% de NBTFD
et entre 4 et 14 % de variation de LMEN uniquement dans les semis réalisés en saison normale

de culture (juin et juillet) des années 2014 et 2015.
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La colocalisation du QTL majeur de floraison du Chr6 avec la hauteur des tiges pourrait résulter
de leffet indirect du géne de maturité ma6 qui impacte le nombre d’entre-nceud et donc la
longueur des tiges. Dans la littérature, une hypothése alternative est proposée, cette
colocalisation pourrait étre due a une liaison trés forte entre le géne de floraison Mal du chr6
et le géne nanisme Dw2 du chr7 (Klein et al., 2008, Lin et al., 1995a). Ce phénomeéne est connu
sous le nom de pléiotropie, c’est dire la capacité d’un seul géne a induire plusieurs effets

phénotypiques.

Les QTL majeurs de hauteur et de nanisme (LMEN) cartographiés sur le chr7 a 55156 et 58358
Mb, colocalisent avec les QTL de LPED et de LPAN (Rami et al., 1998, Hart et al., 2001), alors
que sur le méme chromosome 7, a seulement 3Mb de ces QTL majeurs (58358 Mb) colocalisent
les QTL de LTIG/LMEN avec les QTL de NEN. Cette zone génomique est également associée
a la variation de la longueur de la panicule (56386 Mb). Selon la littérature, ce QTL majeur de
hauteur du chr7 (58358 Mb) est trés proche du QTL cartographié par Srinivas et al. (2009) a
58616 Mb.

La zone génomique du ch4 est associée a la variation de la durée du cycle « semis- floraison »

et a la sensibilité a la photopériode en saison normale de culture.

111.3.4-. Stabilité des QTL détectés entre les dates de semis

En se basant sur les QTL détectés pour les caractéres de longueur moyenne des entre-nceuds
(LMEN), de nombre d’entre-nceuds allongés (NEN) et de durée du cycle « Semis-Floraison »
(SFD) (Figure II-8), on observe que presque la moitié des QTL est détectée simultanément pour
les semis S1 et S2 (48 % (12/25)) tandis que le semis S3 présente le plus grand nombre de QTL
spécifiques (24 % (6/25)). Ces résultats indiquent une régulation fine du déterminisme
génétique de la croissance des plantes entre les semis S1 et S2 et un remaniement majeur de

son architecture génétique en condition de contre saison.
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Figure II-12 : Dispositif multi-parental utilisé dans le cadre de cette thése. Vingt-neuf populations ont
été développées a partir des deux parents récurrents élites : Grinkan et Keninkeni (indiqués en orange)
et 20 lignées parentales donneuses. Neuf lignées parentales ont été croisées avec les deux parents
récurrents (indiquées en bleu), 10 lignées ont été croisées exclusivement avec le parent Grinkan
(indiquées en rose) et une exclusivement avec le parent Keninkeni (indiquée en vert).



IV. Analyse du déterminisme génétique de la durée du cycle et
de la croissance en hauteur sur la population « GCP-
BCNAM »

IV.1. Le dispositif « GCP-BCNAM » : des ambitions pour « ’analyse génétique »
et la « sélection »

Un dispositif multiparental de type Backcross Nested Association Mapping « BC-NAM »
(Jordan et al, 2011), été développé dans le cadre d’une collaboration entre I’'TER et le CIRAD
au travers d’un projet financé par le Generation Challenge Programme. Les objectifs poursuivis,
au travers de ce plan de croisement, étaient double, d’une part développer des populations

pertinentes pour les actions de sélection, et d’autre part permettre une analyse fine du

déterminisme génétique des caractéres cibles de la sélection.

IV.2. Matériels et Méthodes

1V.2.1- Matériel végétal

1V.2.1.1- GCP-BCNAM : des ambitions et des contraintes

Au lancement des travaux de croisements, 33 parents donneurs et 2 parents récurrents ont été
considérés. Néanmoins I’ensemble des combinaisons n’ont pas été menées a leurs termes en

raison principalement :
e d’échecs survenus lors de certains croisements initiaux,

e de différences de parents donneurs entre les croisements F1 et les croisements BC1
révélées lors du contrdle de qualité des croisements effectué sur les différentes

populations (parents donneurs trop hétérogenes),

e des proximités entre parents, qui ne justifiaient donc pas la création de certaines
populations (par exemple Tiandougou et Grinkan se sont révélés étre génétiquement

trés proches) et donc redondants.

En outre, au départ, il était prévu ne considérer qu’un seul parent récurrent (i.e. Grinkan), qui
représente 1'idéotype des sélectionneurs dans la région Malienne, mais les sélectionneurs du
programme Sorgho de I'IER ont décidé d’ajouter la variété Kéninkeni comme autre parent
récurrent en raison de ses caractéres agronomiques (morphologie et qualit¢é du grain),
complémentaires de ceux de Grinkan. Ce choix explique le faible nombre de croisements

(Figure 11-12) a base de ce parent Keninkeni.
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Tableau II-7 : Identification (Nom et code des accessions), pays d’origine, classification raciale, type
botanique et caractéristiques agronomiques des 35 variétés utilisées comme lignées parentales du
dispositif GCP BCNAM. Les variétés impliquées dans les populations utilisées dans le cadre de cette

thése sont indiquées dans la colonne « Thera 2017 »

Pays Type Durée du Thera
Nem Code d’origine1 L bota}llgque Kp’ Hauteur* cycle® 2017
Seguetana CZ IS 26057 MLI G Locale Elevé GT Moyen. Non
Jakumbe CSM 63E MLI G Locale Faible ™ Court Non
Jigi Seme CSM388 MLI G Locale Elevé GT Long Oui
Gadiaba Dié IS 25916 MLI D Locale Elevé GT Long Oui
Konoténé IS 25705 MLI D Locale Elevé GT Long Oui
Tiandougou 98 SB-F2-78 MLI C/G Améliorée Moyen ™ Moyen. Non
G03-1-118 V33/08 MLI C/G Améliorée Moyen ™ Long Oui
Sanga Tigi 98-BE-F5P-84 MLI G/C Améliorée Moyen ™ Moyen. Oui
Dabitinnen Malisor 84-7 MLI C/G Améliorée Faible TC Court Oui
Kalaban 00KOF5DT19 MLI C Locale Faible TC Moyen. Oui
Tiemantieteli CSM 417 MLI G Locale Elevé GT Long Oui
Grinkan 02-SB-F4DT-275 MLI C/G Améliorée Moyen ™ Moyen. Oui
Keninkeni V248/08 MLI G/C Améliorée Moyen ™ Moyen. Oui
Lata3 MLI G/C Améliorée Elevé GT Moyen. Oui
E36-1, Zera Zera IS 30469 ETH C Locale Faible TC Moyen. Oui
Framida IS 8744 ZAF Locale Faible TC Moyen. Oui
Soumalemba 1S15401 CMR G Locale Elevé GT Long Oui
Ganga IS 23540 ETH C Locale Faible TC Moyen. Oui
SC566-14 PI 533871 NGA C/G Améliorée Faible TC Court Oui
Fara Fara IS 24887 NGA G Locale Elevé GT Long Oui
Hafijega IS 23645 GMB G Locale Elevé GT Long Oui
Short Kaura 1S10699 NGA D Locale Elevé GT Long Oui
Gnossiconi BFA G Locale Moyen ™ Moyen. Non
Ribdahu NGA C Locale Elevé ™ Long Non
White Kaura SSV 20043 NGA C NA Elevé ™ Long Oui
Sambalma(4) NGA G Locale Elevé GT Long Non
Lina-3 ICRISAT G Locale Elevé GT Moyen. Non
Soumba Cirad406 FRA G/C Améliorée Faible ™ Moyen. Non
Ngolofing CSM 660 MLI G Locale Elevé GT Moyen. Non
Tiéblé CSM 335 MLI G Locale Elevé GT Long Non
Doua-G MLI G Locale Elevé GT Long Non
L2P9 (1) ERI C Locale Faible GT Court Non
B35 IS 12555 ETH D/C Améliorée Faible TC Court Oui
IRAT 204 IS 36563 SEN C Locale Faible TC Court Non
BimbG BB_G_5_34 GIN G Locale Elevé GT Long Oui

'Code du pays d’origine: MLI: Mali, ETH: Ethiopia, ZAF: South Africa, CMR: Cameroun, NGA: Nigeria, GMB:
Gambia, BFA: Burkina Fasso, ERI: Eritrea, SEN: Senegal and GIN: Guinea
*Classification raciale : G : Guinea, D : Durra, C/G : Caudatum / Guinea, C/D : Caudatum / Durra, C : Caudatum,
Durra/ Caudatum and G/C : Guinea/ Caudatum.
? Faible : coefficient de sensibilité a la photopériode (Kp) <0.4; Moyen : Kp varie entre 0.4 — 0.6 et Elevé : Kp varie

entre 0.7 — 1.

*TC : taille courte < 1m ; TM : la taille moyenne varie entre 1 et 2m et GT : grande taille > 2m.

’Court : < 70 jours ; Moyen : le cycle varie entre 70 et 110 jours et Long : cycle > 110 jours. NB : ces mesures ont été
réalisées en conditions de semis de précoce (Juin) dans les conditions Malienne.



IV.2.1.2- Variétés parentaleg du dispositif BONAM

Trente-cinq variétés provenant de différents programmes de recherches agronomiques Ouest
Africains, en particulier de I’Institut d’Economie Rurale du Mali (IER) et de I'Institut
international de recherche sur les cultures des zones tropicales semi-arides (ICRISAT) au Mali
ont été sélectionnées pour leurs caractéres d’intéréts tels que : la productivité (rendement en
grains et en biomasse), I’adaptation au climat (sensibilité a la photopériode), la qualité du grain,
la tolérance a la sécheresse et la teneur en sucres solubles de la tige. Les origines géographiques
et les caractéristiques agronomiques de ces variétés sont présentées dans le Tableau II-V7. Elles
correspondent a des variétés locales (22 variétés) et améliorées (13 variétés) d’origine diverses
représentant une large part de la diversit¢ des sorghos cultivés d’Afrique. L’arbre
phylogénétique (Figure 11-13) de ces variétés, construit sur la base de 22 991 marqueurs SNP,
illustre les proximités génétiques entre les différents parents impliqués et met en évidence une

agrégation de ces derniers en fonction de leurs races botaniques.

Le dispositif final obtenu comprend 47 populations comprenant au total 4 717 familles BC1F4.
Au sein de ce dispositif, 29 populations correspondant aux croisements dérivés de 20 parents
donneurs et 2 parents récurrents ont été sélectionnées dans le cadre de cette these. Ces 29
populations ont été développées a partir de 9 lignées donneuses (colorée en cyan) communes
aux deux parents récurrents (GR et KK), de 10 lignées spécifiques a GR et d’un seul donneur

spécifique a KK (Figure 1I-12).

IV.2.1.3- Développement des populations BCNAM

Le développement des 29 populations BCNAM utilisées dans cette étude, a été identique a

celui présenté pour la population BC06 (Figure II-5a).

1V.2.2. Dispositifs expérimentaux

L’évaluation des 29 populations BCNAM utilisées dans le cadre de cette theése a été réalisée

dans deux environnements correspondant aux saisons normales de culture 2014 et 2015.

IV.2.2.1- Essai 2014
Cet essai avait initialement ét¢ mis en place pour servir aux multiplications de semences des
différentes familles. Sur les 29 populations BCNAM utilisées dans le cadre de cette thése, 26
populations totalisant 3 904 familles étaient présentes au sein de dispositifs en blocs augmentés.
Chaque dispositif eén bloc augmenté était. composé d’une population comprenant au moins 50

familles BC1F4 et trois variétés témoins (Grinkan, Keninkeni et Lata) tépétées dans tous les
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Figure 11-13 : Arbre phylogénétique des 35 variétés utilisées pour le développement des populations
BCNAM basé sur 22 991 marqueurs SNP analysés avec la méthode de Neighbor joining (NJ) (Saitou
& Nei, 1987). Les variétés sont colorées en fonction de leurs races a 1I’exception des variétés améliorées.
Les astérisques indiquent les 22 parents donneurs (en noir) et les 2 parents récurrents (en rouge) utilisés
pour la création des 29 populations utilisées dans le cadre de la these.



blocs. Chaque essai comportait au total 9 blocs de 17 entrées (14 familles BC1F4 et 3 témoins).
Parmi ces 9 blocs, un échantillonnage de 3 blocs successifs totalisant 51 entrées (42 familles +
3 témoins répétés 3 fois) pour chacune des 26 populations a été effectué. Le nombre total de
familles échantillonnées dans les 26 populations était donc au final de 1092.

En ce qui concerne les conditions de culture (densité de plantation, écartement entre les lignes,
largeur des allées entre chaque parcelle), elles sont identiques a ce qui a été présenté pour la

population BCO6 (cf. I11.1.3).

Les 3 autres populations BCNAM (BCO03, BC06 et BC10) ont été analysées dans des dispositifs
différents. Les populations BC03 (152 familles BC1F4) et BC10 (148 familles BC1F4) ont été
analysées dans des dispositifs « split-plot » a deux dates de semis et deux répétitions chacune.
Pour les analyses menées sur I’ensemble du dispositif BCNAM considéré dans le cadre de cette
thése, 47 et 49 familles ont été échantillonnées dans les populations BC0O3 et BC10
respectivement, uniquement dans la deuxiéme date de semis (16 juillet) dans les deux blocs.

Pour la derniére population, BC06, le dispositif utilis¢ a déja ét¢ décrit dans le paragraphe
II1.1.3. Dans le cadre de I’analyse globale du dispositif BCNAM, afin de maintenir un équilibre
dans la taille des différentes populations, 50 familles BC1F4 ont été sélectionnées au sein du

semis de juillet.

1V.2.2.2- Essai 2015

Durant la saison normale de culture 2015, un dispositif en blocs augmentés a été utilisé pour
I’évaluation phénotypique de 25 populations BCNAM. Par rapport a I’essai de 2014, outre les
3 variétés élites (Grinkan, Keninkeni et Lata, déja utilisées en 2014), une variété ¢élite (P114-
160) provenant d’une population développée dans le cadre du projet GCP MARS et une variété
améliorée A12-79 issue d’un projet de valorisation de la diversité génétique des sorghos du
Mali (projet FFEM) ont aussi été utilisées comme témoin. Dans ’essai comprenant les 25
populations BCNAM, le nombre total de familles utilisées dans chacune des populations était

de 51.

Chaque population correspondait a un essai en blocs augmentés. Chaque essai comportait 66
entrées dont 51 familles randomisées dans 3 blocs au sein duquel les variétés témoin de 1’essai
¢taient répétées (5 témoins*3 répétitions= 15 entrées). Le nombre total de traitement de
I’ensemble du dispositif était de 1650 entrées dont 1275 familles et 75 répétitions de 5 témoins

pour les 25 populations.
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La population BC38 a quant a elle été étudié¢e a deux dates de semis (Juin et Juillet) et 50
familles BC1F4 semées en juillet ont été sélectionnées pour les analyses globales du dispositif

BCNAM.

En ce qui concerne les 3 populations additionnelles (BC03, BC06 et BC10), les dispositifs
expérimentaux et le nombre total de traitements utilisés restaient les mémes que ceux utilisés
en 2014. Comme pour les essais de 2014, 50 familles BC1F4 ont été sélectionnées.

Pour les analyses statistiques, nous avons considéré un dispositif en bloc augmenté couvrant
I’ensemble des populations y compris les populations BC03, BC06, BC10, et BC38 (I’ensemble
des dispositifs en blocs augmenté de chaque population a été agrégé en un « macro » essai en

blocs augmentés).

1V.2.3- Caractérisation phénotypique des 29 populations BCNAM :
Phénologie et croissance

Au sein de I’essai 2014, les 1092 familles BC1F4 provenant des 26 populations ont été
caractérisées pour leur longueur de tiges (LTIG) et leur nombre total d’entre-nceuds allongés
(NEN). Ces mesures ont porté sur 5 plants de chaque parcelle ¢lémentaire au stade de maturité
des grains. La longueur de la tige a été mesurée de la base de la tige principale au sommet du
dernier entre-nceud situé sous le pédoncule. A partir de ces deux variables, la longueur moyenne
des entre-nceuds a été calculée en divisant la longueur de la tige principale par le nombre total

d’entre-nceuds allongés (LMEN).

La caractérisation phénotypique des 3 populations additionnelles a porté sur les mémes
variables phénologiques et agromorphologiques a I’exception de la population BC06, pour

laquelle des caracteres additionnels ont aussi été évalués (cf. II1.1).

Pour I’essai 2015, 183 familles additionnelles par rapport a 1’essai 2014 ont été caractérisées.
En complément des mesures déja effectuées en 2014, qui ont été répétées en 2015, la date
d’émergence de la feuille drapeau (FD), les longueurs du pédoncule (LPED) et de la panicule
(LPAN) ont été acquises sur les 5 premicres plantes de chaque parcelle. La date d’apparition
de la FD a été notée lorsque la ligule de la feuille drapeau des 5 premiéres plantes devenait
visible. Cette mesure a permis de calculer la durée entre le semis et I’émission de la feuille
drapeau (SFD) en nombre de jours. Cette méthode d’observation de la phénologie a partir de la
date de FD est plus précise qu'une simple observation de la date de floraison qui dépend plus
de D’observateur (incertitude pouvant aller jusqu’a 10 jours, (Vaksmann communication

personnelle).
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1V.2.4. Analyse des données phénotypiques

Toutes les analyses statistiques y compris les analyses QTL ont été réalisées en utilisant le
logiciel R (R development Core Team, 2016). Les analyses statistiques de base (moyenne et
¢cart-type) ont été effectuées pour chaque caractére mesuré dans les deux environnements
(2014 et 2015). Des calculs de moyennes ajustées ont été effectués sur les données brutes
collectées sur les 1092 et 1275 familles BC1F4 évaluées dans les essais de 2014 et 2015
respectivement, en utilisant les dispositifs en blocs augmentés. Concernant les 3 autres
populations (BC6, BC3, BC10, BC38), les calculs de moyennes ajustées ont été réalisées essai

par essai car les dispositifs étaient différents (cf. I11.7).

Un examen des données (distribution de chaque caractére et corrélations entre les caracteres) a
¢été réalisé afin de corriger les données. Dans le but de vérifier la stabilité des résultats en
fonction des années, nous avons effectué¢ des tests de corrélations entre les deux années pour

les différentes variables mesurées.

Une premiere analyse de variance (modele 1) a été réalisée sur chaque année d’essai afin
d’estimer les effets génétiques et résiduels sur chaque caracteére et dans chaque environnement

sur la base des génotypes témoins répétés dans I’essai :
Y;j = u+ Pi+ Bj+ eij (1) : pour chaque année
Y;; = u+ Aj+ Gi’ + eij (2) : pour les deux années

Avec Y;jj la valeur phénotypique mesurée sur le génotype 1 dans le bloc j ;

u : la valeur moyenne de la population,

Pi et Gi indiquent les effets de la variété témoin i et du génotype (famille) i’ respectivement,
B; : effet du bloc j,

A; : effet de 'année j, et

ej : la résiduelle du modeéle.

A partir des résultats d’Anova (1), la répétabilité des différents caracteres a été estimée dans
chaque environnement sur la base des valeurs obtenue sur les témoins selon la formule

suivante :

— G%} (3
reP = Grvod) )
Avec 676 = 1/k (CMg - CMr) ot k représente le nombre de répétitions de chaque génotype
(témoin) dans ’essai (k=76) pour les essais de 2015 et 2014 ; CMg et CMr correspondent aux
carrés moyens génotypiques et résiduels obtenues a partir de I’analyse d’anova et 6°z = CMr.
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Les données phénotypiques (variables de hauteur des tiges, de nombre total et longueur
moyenne d’entre-nceuds allongés) collectées sur les 1006 familles BC1F4 communes aux deux
essais (2014 et 2015), ont été analysées en utilisant un mod¢le linéaire mixte a 1’aide de la

méthode « Ime4 » du package R, en combinant les deux années :
Y;j = u+ Aj + Gi + eij (4)

Ou Yjj et la valeur phénotypique mesurée sur la famille i dans ’année j; p : est la moyenne
générale de la population, Aj correspond a I’effet de I’année j déclaré en effet fixe, Gi : I’effet

aléatoire de la famille i et e;; la résiduelle du modeéle.

Sur la base des résultats du modele (4), la variabilité environnementale a été estimée et les effets
génétiques (Best linear unbiased predictors : BLUP) de chaque famille ont été extraits pour

chacune des variables mesurées dans les deux années d’expérimentation.

L’héritabilité au sens large (h3,) des familles a été également estimée en utilisant les résultats

du modele 2 selon la formule ci-dessous :

hg, = —2 5
SL — (O'é'l-o'%) ( )

Ou o2 correspond 4 la variance génotypique et o3 la variance résiduelle.

Les corrélations intra-caractéres (inter-années) et inter-caractéres (intra-année) ont été calculées
sur la base des valeurs moyennes ajustées obtenues sur chaque famille dans chaque essai suite

aux analyses en bloc augment¢.

1V.2.5. Génotypage des populations BCNAM

Les populations BCNAM ont été génotypées en suivant la stratégie décrite pour la population
BCO06 (cf. III.1.6). En moyenne, pour chaque population, 11 200 marqueurs SNP ont été
générés. Au total, pour I’ensemble des 29 populations BCNAM, 51 545 SNP ont ét¢ identifiés.

1V.2.6. Identification des zones chromosomiques impliquées dans le contrile

de la durée du cycle et de la croissance aérienne

Pour analyser le déterminisme génétique des caracteres relatifs a la durée entre le semis et la
floraison et la production de biomasse chez le sorgho, nous avons réalis¢ des études
d’associations (Genome Wide Association Study : GWAS) entre les 51 545 marqueurs SNP

développées sur I’ensemble des populations BCNAM et la variation phénotypique de ces
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caracteres. Ces recherches d’association ont été effectuées sur les valeurs moyennes
phénotypiques ajustées obtenue sur chacune des familles BC1F4 et pour chaque essai. Par
ailleurs, les valeurs génétiques (Blup) obtenues par combinaison des deux essais (2014 et 2015),
uniquement sur les familles communes aux deux essais ont été ¢galement utilisées.

L’identification des SNP associés a la variation des différents caractéres mesurés a été entrepris
via I’utilisation d’un mode¢le linéaire mixte incorporé dans le package NAM développé par
(Xavier et al., 2015) et implémenté dans le logiciel d’analyse statistique R. Ce package, congu
initialement pour les études d’association dans les panels de type NAM (Nested Association
Mapping), peut aussi étre utilisé dans le cas de populations multi-parentales de type backcross

NAM tel que la notre.

Un des problémes majeurs rencontrés dans les études d’associations au sein des panels de
diversité est la forte structuration des populations. Cependant, grace a I’utilisation des mod¢les
linéaires mixtes (MLM), qui prennent en compte la structure des populations (Yu et al., 2006)

ce probléme de structuration des populations a été résolu.

Dans le modele MLM, la structuration en groupe de la population est définie en tant que
covariable et I’apparentement comme une matrice de variance-covariance des effets génétiques

(méthode Q + K). La formule ci-dessous illustre le modéle de base proposé par Yu et al. (2006) :

y=pu+Quv+XR+Zu+e

Avec y le phénotype,

p la moyenne générale,

Qv le vecteur des effets structure,

X1 le vecteur des SNP tous les deux considérés comme des effets fixes,

Zu I’effet polygénique et e la résiduelle (effets aléatoires).

La structure de la population a été prise en compte comme effet fixe en utilisant I’option « Fam »
de regroupement de sous-population correspondant a chaque population/famille BC1F4.
L’argument « fixed » de la fonction gwas/NAM offre la possibilité de traiter les marqueurs en
effet fixes et par conséquent, évalués a travers le test statistique de Wald sous I'hypothése nulle
selon laquelle 1'effet du marqueur est nul. Pour déclarer la significativit¢ du QTL, nous avons

appliqué un taux de faux positif de 1% correspondant a une valeur de -log;o p-value de 2.

Afin de définir les QTL uniques, les SNP proches physiquement (distance < a 50 Kb) présentant
des associations significatives avec les caracteres ont été considérés comme correspondant a un

QTL unique.
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IV. 3. Résultats

1V. 3.1. Analyse phénotypique des 29 populations BCNAM

IV. 3.1.1- Variabilité inter et intra population des caractéres mesurés et
calcul d’héritabilité

De maniére générale, pour chacune des variables mesurées dans les deux environnements de
culture (2014 et 2015), il existe une grande variabilité¢ phénotypique entre familles issues d’une
méme population mais également entre populations développées a partir d’'un méme parent

récurrent (Grinkan ou Keninkeni).

La Figure II-14 illustre ce résultat pour la variable de durée du cycle entre le semis et la feuille
drapeau (SFD) mesurée uniquement durant la saison normale de culture 2015 et la longueur des

tiges (LTIG) mesurée dans les deux essais (2014 et 2015).

Les populations a base du parent Grinkan ont un cycle plus long que celles développées a partir
du parent récurrent Keninkeni a I’exception de deux populations : KK//BimbG (BC30), dont
les descendances sont trés similaires au parent donneur (BimbG), qui est trés tardif (cycle long),
et la population GR//CSM417 (BC38) au sein de laquelle les familles ont un cycle aussi court

que celles a base de Keninkeni.

On observe une structuration des populations par rapport aux parents récurrents GR et KK ; et
les moyennes générales des familles issues des populations a base de GR dépassent celles du
parent récurrent GR (hormis les populations GR//Framida et GR//CSM417) contrairement aux
populations développées a partir du parent KK pour lesquelles les moyennes générales de durée
du cycle des familles sont plus courtes que celle du parent KK (a 1’exception des populations

KK//1S23540 et KK//BimbG) (Figure 1I-14).

Globalement, les durées du cycle SFD observées entre les 1466 familles relatives aux 29

populations, varient de 50 a 105 jours en saison normale de culture.

En outre, pour les caractéres de longueur des tiges (LTIG) et ses composantes (NEN et LMEN)),
I’analyse de variabilité inter et intra population a révélé une stabilité environnementale de ces

caracteres au niveau des différentes familles en fonctions des années.

La corrélation observée (r=0.73, p-value =0.0001) entre les hauteurs de tiges pour les deux

années d’expérimentation confirme cette tendance (Figure 11-15).

Dans I’environnement 2014, pour toutes les variables mesurées (LTIG, NEN et LMEN) les

valeurs moyennes générales (Tableau II-8) de 1’ensemble des familles BC1F4 relatives aux 29
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populations BCNAM se rapprochent de celles des deux parents récurrents (GR et KK) a
I’exception de la hauteur des tiges des familles (plus ¢élevée de 4cm par rapport & GR et KK).
Par contre en 2015, pour les mémes caractéres analysés, les valeurs phénotypiques moyennes
de LTIG des deux parents dépassent celles des familles de 16 a 24 cm respectivement pour KK
et GR tandis que pour les caractéres de NEN et de LMEN les familles sont similaires aux deux
parents récurrents. En plus de ces 3 variables, la durée du cycle semis feuille drapeau (SFD)
ainsi que les longueurs du pédoncule et de la panicule ont également été observées en 2015 et
ont montrées des différences moyennes phénotypiques entre les familles et les parents GR et
KK. De maniére générale dans cet environnement, les familles sont plus précoces que le parent
récurrent GR (4 jours) et légerement plus tardive que KK (de 2 jours). Les valeurs moyennes
phénotypiques des longueurs du pédoncule et de la panicule des 1641 familles BC1F4 sont
nettement inférieures a celles a deux parents récurrents entre (28-50 cm pour GR) et entre (22-

33 cm pour KK).

Les valeurs de répétabilités sont élevées (rep. variant entre 0.51 et 0.81) sur tous les caractéres
analysés pour les deux environnements de culture (Tableau II-8) a I’exception de la longueur
du pédoncule (rep. =0.38). Pour I’ensemble des 3 variables évaluées pour les deux années
d’expérimentations, de fortes valeurs de répétabilités ont été obtenue (h’s. > 0.6). Ces résultats
indiquent un déterminisme génétique fort de ces caracteres avec des effets environnementaux

faibles.

Les coefficients de variation phénotypique (CVp%) et génotypique (CV%) sont élevés pour
les caractéres LTIG (CVp=31% et CV5=26%) et NEN (CVp=28 et CV5=26%) contrairement a
la variable de LMEN pour laquelle les CVP% et CVG% sont plus faibles (16 et 10%).

Par ailleurs, 1’analyse combinée de variance sur les données phénotypiques obtenues en 2014
et 2015 a montré des effets génétiques (effet famille) et environnementaux (effet ANNEE)
hautement significatifs (P< 0.001) sur I’ensemble des caractéres mesurés durant les saisons

normales de culture 2014 et 2015.

IV.3.1.2- Corrélations phénotypiques entre les caractéres de phénologie
et de croissance des familles BCNAM en fonction des années

L’analyse des corrélations entre les caractéres observés dans chaque environnement ont révélé
de forte corrélations positives (r entre 0.36 et 0.83 ; P<0.0001) entre la hauteur des tiges et ses

composantes (NEN et LMEN) (Figure II-15). La méme tendance a été observée dans les deux

essais (2014 et 2015).
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Figure II-15 : Corrélations phénotypiques entre les caractéres agromorphologiques mesurés sur les
différentes familles BC1F4 des 29 populations BCNAM dans chacun des deux environnements. A :
corrélation entre la hauteur des tiges (LTIG) et ses composantes (nombre total d’entre-nceuds allongés
(NEN) et la longueur moyenne des d’entre-nceuds (LMEN)) pour les années 2014 et 2015. B :
corrélation entre la durée du cycle semis feuille drapeau (SFD) avec LTIG et LgMoyETN dans
P’environnement 2015. C : les corrélations entre essai (année) pour un méme caractére donné (LTIG et
LgMoyETN).



Par ailleurs, la hauteur des tiges est faiblement corrélée avec la durée du cycle semis feuille
drapeau (SFD) (r=0.12 ; P<0.0001) mesurée uniquement dans 1’essai de 2015. Par contre, SFD
est négativement corrélé a la longueur moyenne des entre-nceuds (r= -0.24 ; P<0.0001),
indiquant qu’une augmentation de la durée du cycle entraine une accumulation du nombre
d’entre-nceuds allongés mais de taille courte. Les corrélations phénotypiques entre deux années
sur les valeurs moyennes ajustées pour chacune des 3 variables communes aux deux années

d’expérimentations, sont élevées et significatives (r>0.70 ; P<0.0001).

1V.3.2-Analyse d’association « phénotype-génotype »

Les résultats des analyses de cartographie d’association réalisées sur I’ensemble des caracteres
dans les deux environnements (2014 et 2015) en utilisant la méthode de régression linéaire
multiple (MLM) sont indiqués dans la Figure 1I-16 (et en Annexe 4). A partir de ces résultats,
une synthése du nombre de régions génomiques uniques ainsi que des QTL majeurs détectés

pour les différents caracteres a été réalisée (Figure 11-17).

Cent vingt-quatre régions génomiques uniques ont été détectées sur la base des deux
environnements analysés. Parmi celles-ci, 12 régions uniques présentent des valeurs de LOD
tres élevés (entre 10.54 et 39.91), expliquant respectivement entre 3.15 et 6.45 de variation de
SFD, entre 112 et 191 % pour LTIG, entre 0.10 et 0.43 % de variation de NEN, entre 0.31 et
1.38 % de variation de LMEN et 4.54% de variation phénotypique expliquée par LPED ont été

mises en évidence.

IV.3.2.1- Des régions génomiques a effet majeur sont associées a la
variation de la durée du cycle et de la hauteur des tiges et de ses composantes

Pour la durée du cycle « semis -feuille drapeau » (SFD), variable mesurée uniquement dans
I’environnement de culture 2015, 10 régions uniques ont été détectées dont 3 a effet majeur
localisées sur les chromosomes 3 (51 Mb) et 6 (0.6 et 38 Mb). Ces QTL majeurs, avec des
valeurs de LOD variant entre 13.3 et 39.91, expliquent entre 3.15 et 6.45 % de variation
phénotypique de ce caractére. D’autres associations a effets faibles ont été détectées sur les
chromosomes 1, 2, 3, 4, 7 et 10, lesquelles contribuent entre 1.92 et 3.33 % de la variance

phénotypique de ce caractere.

Vingt-quatre zones chromosomiques contribuent a la variation de la longueur des tiges (LTIG)
dans les différents environnements. Parmi ces 24 zones, deux régions localisées sur le chr 7 a
3 Mb de distance (55 Mb avec LOD=36.6 et 58 Mb avec LOD=22.78), expliquent plus de 100%

de variation phénotypique de la longueur des tiges dans les environnements de culture 2014
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Figure II-16 : Représentation graphique des QTL détectés dans les deux années de saison normale de culture (2014 et 2015) et de 1’analyse blup (2014-2015)

pour I’ensemble des variables analysées. Chaque couleur représente un caractére. La taille des cercles indique la valeur de « —log(p-value) ».



(R’= 191.56) et 2015 (R*=112.95). Ces deux régions présentent des effets alléliques opposés.
De plus, le QTL majeur localisé sur le Chr3 a 55Mb a été également détecté sur la base des

blup interannuels (R*=125.47).

Sur le méme chr7, d’autres associations significatives ont été détectées pour la longueur de la
tige (LTIG) dans les deux environnements. Ces SNPs contribuent a une forte part de variance

phénotypique de ce caractére (R*=27.62 et 57.21 %).

La variation de la longueur des tiges est expliquée par d’autres régions génomiques
significatives avec des LOD faibles (2.35 et 5.73 %) par contre expliquant une grande part de

variation phénotypique de ce caractére (R* variant entre 5.95 et 88.03).

Pour le nombre total d’entre-nceuds allongé (NEN), au total, 34 zones chromosomiques uniques
ont été identifiées. Les plus fortes associations significatives avec le NEN, ont été trouvées sur
les chr3 (51 Mb) et chr6 (40 et 0.6 Mb). La zone chromosomique du chr3 explique entre 0.10
et 0.28% de variation phénotypique de NEN (LOD=11.23 et 14.2), alors que celles du chr 6
expliquent respectivement 0.28 et 0.48 % de variance phénotypique de NEN dans les deux
environnements de culture (LOD=13.35 et 21.72). Les 31 zones génomiques restantes ont des
valeurs de LOD trés faibles (entre 2.57 et 8.83 % de R?) et sont faiblement associées a la

variation phénotypique de NEN (R2=0.01 et 0.34).

La variation phénotypique de la longueur moyenne des entre-nceuds (LMEN) est expliquée par
25 régions génomiques uniques dont 3 a effets majeurs localisées sur le chr7. Les deux premiers
QTL majeurs (55 Mb) de cette région chromosomique se trouve a seulement 256 Kb de distance
avec des associations tres fortes (LOD=38.14 et 23.82 %) et expliquent respectivement 1.38 et
0.31 % de variance phénotypique associée a ce caractére ; tandis que le 3™ QTL majeur
(LOD=21.22 et 22.85) localis¢ a 58 Mb contribue seulement 4 0.59 et 0.39 % de R* dans les

environnements de saison normales de culture 2014 et 2015 respectivement.

A quelques mégabases de ces QTL majeurs, se trouve d’autres associations significatives avec
la LMEN, par contre avec des LOD faibles (3.79 et 5.03 % de variation phénotypique) pour les
environnements 2015 et 2014-2015.

Les vingt et deux zones génomiques restantes expliquent seulement une part assez faible de

variation de LMEN (R? variant entre 0.08 et 0.37 %).
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IV.3.2.2- Les longueurs du pédoncule et de la panicule sont majoritairement
contrdlées par des régions génomiques a effet faibles
Au total, 14 régions génomiques sont associées a la variation de la longueur du pédoncule
(LPED) évaluée uniquement dans 1’environnement de saison normale de culture 2015.
Pour ce caractére, une seule région génomique du chr7 (55 Mb) présente la plus forte
association significative (LOD= 26) et contribue a la plus grande part de variation phénotypique
de LPED (R*= 4.54 %) dans ’environnement 2015. En plus, deux autres zones génomiques
situées a 63 et 92 Mb de distance du QTL majeur sont également associées a la variation de

LPED.

La longueur de la panicule (LPAN) est contrdlée par 18 zones génomiques avec des valeurs de
LOD relativement faibles. Entre 0.17 et 1.24 % de la variation phénotypique de LPAN sont

expliqués par ces QTL. Par contre, aucun QTL a effet majeur n’a été détecté pour ce caractere.

IV.3.2.3- Stabilité des régions chromosomiques détectées en fonction des années

Seules trois variables (LTIG, NEN et LMEN) ont été analysées sur les 2 années de culture
(2014 et 2015). Pour ces 3 variables, 85 zones chromosomiques ont été détectées. Dix-neuf
zones sont spécifiques a 1’environnement 2014, 29 a I’environnement 2015 et 22 ont été
détectées sur la base de 1’analyse des BLUP (2014-2015). Les quinze zones génomiques
restantes sont communes aux deux années (3 zones), communes a 2014 et blup (4 zones), a

2015 et blup (6 zones) ou aux trois environnements (2 zones) (Figure 1I-18).

Sur les 85 QTL détectés, 24 sont impliqués dans le controle génétique de la longueur des tiges
dont 4 zones spécifiques a 1‘environnement 2014, 12 zones sont spécifiques a I’environnement
2015, 7 zones sont spécifiques au blup, et seulement 2 zones commune a 2014 et blup. Cette
zone génomique du chr7 (55Mb), commune a 2014 et blup est spécifique a la hauteur des

plantes et implique des loci avec des associations tres fortes (LOD=32).

Par ailleurs, aucune zone génomique commune n’a été détectée entre 2014 et 2015, entre 2015

et blup puis entre les 3 environnements.

En ce qui concerne les QTL relatifs au nombre total d’entre-nceuds, sur les 34 régions
génomiques détectées, 10 sont spécifiques a 2014, 7 a 2015, 12 au blup, 3 zones communes
entre 2015 et blup, contre seulement 2 zones génomiques communes aux deux années qui sont
localisées sur les chromosomes 3 (51 Mb) et 6 (0.6 Mb). Ces deux régions chromosomiques
stables, impliquent chacune des loci a effet majeurs associées aux variations de NEN. Cette

zone est proche du géne majeur de maturité Mal localisé sur le chr6.
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Aucune zone génomique commune n’a été détectée entre 2014 et 2015 puis entre 2015 et le
blup.

Parmi les 24 zones génomiques détectées pour la longueur moyenne des entre-nceuds, 6 sont
spécifiques a I’environnement 2014, 11 spécifiques a 2015, 5 au blup, 2 entre 2015 et blup et
une seule région génomique du chr7 est commune aux deux années. Cette zone chromosomique
a effet majeur localisée a 58 Mb est proche de I’emplacement du géne de nanisme dw3 localisé

sur le chr7.

IV.3.2.4- Une méme région génomique associée a la variation de la hauteur des
tiges et de ses composantes

Dans cette étude, des colocalisations ont été mises en évidence (Figure 1I-16). Le QTL majeur
de durée du cycle semis feuille drapeau du chr6 (618 Kb) colocalise avec la longueur des tiges
(environnement 2015) et le nombre total d’entre-nceuds dans les deux environnements. D’autres
colocalisations ont été trouvées entre LTIG et NEN dans une autre zone génomique du

chromosome 6 localisée a 40Mb.

La zone génomique du chr3 (51Mb) est associée a la fois a la variation de la durée du cycle
semis-feuille drapeau mais aussi a celle de NEN. Une autre région génomique a 58Mb sur le
chr5, est associée a la fois a la variation de la LMEN et du NEN. Des colocalisations multiples
entre les QTL majeurs de nanisme (LMEN), et hauteur (LTIG) avec la longueur du pédoncule

(LPED) ont été¢ détectées a 55 et 58 Mb sur le chromosome 7 (Figure I1-16, Annexe 4).

IV .4. Discussion :

1V.4.1- Comparaison des régions chromosomiques identifiées et la
bibliographie
Dans cette étude, plusieurs zones génomiques associées a la variation de la durée du cycle
« semis floraison » ont été mises en évidence sur la base de 1’essai 2015. A ’exception du QTL
situ€ a 156.38 cM sur le chrl, toutes les associations trouvées pour la SFD ont été détectées
dans les ¢tudes antérieures (Bangbol Sangma, 2013, Crasta et al., 1999, El Mannai et al., 2011,
Mace et al., 2013a, Mace and Jordan, 2010, Parh, 2005, Srinivas et al., 2009). Sur les 10
associations trouvées pour la durée du cycle semis floraison, 3 régions génomiques a effet
majeur étaient significativement associées a la variation de ce caracteére. Le premier QTL
majeur localisé a 51Mb (77.94 cM) sur le chr3, est le méme que le QTL de durée du cycle semis

floraison détectée au sein de la population biparentale « BC06 » analysée dans la section
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Figure II-17 : Nombres de QTL a effet mineur (couleur cyan) et majeur (1*,>10 % : couleur orange)
détectés pour les différents caracteres évalués sur les familles BC1F4 dans les deux environnements de
saison de culture (2014 et 2015).



précédente. Les deux autres zones chromosomiques a effets majeurs, détectés a 38 et 0.618 Mb
sur le chr6 sont communes celles révélées dans les études précédentes (Bangbol Sangma, 2013,

Mace et al., 2013a) ; mais également a celle identifiée dans la population BCO06.

Vingt-six zones chromosomiques dont deux a effets majeurs sont associées a la variation de la
longueur des tiges dans les deux environnements de culture (2014 et 2015) et dans I’analyse
blup. La majorité de ces associations (70 %) étaient spécifiques a cette étude. Les deux QTL a
effets majeurs localisés sur le chr7 a 3 Mb de distance (55 et 58 Mb) ont déja été détectés dans
des études antérieures. En outre, il est intéressant de noter que ces deux QTL majeurs de hauteur
des tiges détectées sur le chr7 dans les environnements de culture 2014 et 2015 sont en

oppositions.

Le premier QTL majeur (Chr7, 55 Mb) correspond a qHT7.1 un QTL majeur de hauteur
identifi¢ par Li et al. (2015), et le second au géne de nanisme dw3 déja connu chez le sorgho,
identifi¢ par Karper (1932) et, séquencé et cloné par Multani et al. (2003). Le méme géne dw3
a été identifi¢ comme étant le « Sb07g023730 » localis¢ a 58Mb correspondant a 105 cM au
niveau de la carte consensus développée par Mace et al. (2009).

Par ailleurs, ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus dans 1’étude réalisée par Li

et al. (2015).

Les 30% des régions génomiques restantes situées sur les chrl (56 et 72 Mb), chr3 (53 Mb),
chr6 (0.618, 40, et 42 Mb), et le chr07 (14, et 98 Mb) sont trés proches des associations détectées
dans de nombreuses études (Ritter et al., 2008, Kebede et al., 2001, Madhusudhana and Patil,
2013, Brown et al., 2008, Shiringani et al., 2010).

Trois zones chromosomiques avec des effets majeurs sur la longueur moyenne des entre-nceuds
(LMEN) ont été détectées. Ces zones correspondent aux mémes régions génomiques détectées
pour la longueur des tiges (55 et 58 Mb sur le chr7) dans les deux environnements. Sur le
chromosome 9, trois régions génomiques situées sont proches du géne de nanisme dwl

précédemment cartographi¢ (Brown et al., 2008, Thurber et al., 2013).

Concernant le nombre total d’entre-nceuds (NEN), sur les 34 QTL détectés, 3 présentent des
effets majeurs associés a la variation de ce caractére. La zone génomique localisée sur le
chromosome 3 a 40Mb, est trés roche du géne de nanisme dwl déja identifié dans les études
antérieures (Lin et al., 1995a, Klein et al., 2008). Les deux autres zones chromosomiques avec
des effets majeurs sur NEN, correspondent aux zones précédemment identifiées pour la durée

du cycle semis floraison.
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Une seule région chromosomique a effet majeur (2 55 Mb sur le chr7) est associée a la variation

de la longueur du pédoncule (LPED).

De nombreuses autres zones chromosomiques avec des effets mineurs sur la longueur du
pédoncule et de la panicule (LPED et LAPN), ont ét¢ identifiées dans la présente étude. La

majorité de ces associations sont spécifiques a cette étude.

1V.4.2- Colocalisations entre QTL de caracteres différents

Le QTL majeur de durée du cycle semis floraison (SFD) du chromosome 3 (51 Mb) colocalise
avec le nombre total d’entre-nceuds allongés (NEN) dans les deux environnements (y compris
le blup). La méme colocalisation entre SFD et NEN a été détectée sur le chr6 a 0.61 Mb. Ce
QTL majeur explique entre 10.54 et 39.91 % de variation phénotypique associée a ces
caracteres.

En plus de ces associations/colocalisations, une autre région chromosomique du chro6,
impliquée dans la variation de NEN colocalise avec la hauteur. Cette colocalisation est
probablement due a I’effet indirecte du géne de maturité ma6 qui joue sur la taille et donc sur
le nombre d’entre-nceuds / longueur des tiges.

Sur le chromosome7, deux régions génomiques (55 et 58 Mb) a effets majeurs sont associées a
la fois a la variation de la longueur des tiges mais aussi a celle des longueurs moyennes d’entre-
nceuds (LMEN) et du pédoncule (LPED). Par ailleurs, les études réalisées par (Rami et al.,

1998, Hart et al., 2001) ont rapportées la méme colocalisation entre hauteur et longueur du
pédoncule.

D’autres zones chromosomiques a effets mineurs localisées sur les chr5 (58 Mb) et chr7 (98
Mb), sont associées a la variation de la hauteur et du nanisme (dans I’environnement 2015) et
/ou au nombre total d’entre-nceuds (dans 1’environnement 2014 et blup).

1V.4.3. Stabilité des QTL détectés en fonction des années

Seulement deux zones génomiques a effets majeurs, associées a la variation du nombre total
d’entre-nceuds sont stables entre les deux années (détectées en 2014, 2015 et blup). Une seule
région chromosomique est associée a la variation de la longueur moyenne des entre-nceuds dans
les deux environnements de culture (2014 et 2015). Cinq zones génomiques dont deux a effets
majeurs situées sur les chr3 et chr7 sont associées a la variation phénotypique de NEN et de
LMEN et sont stables entre 2015 et blup.

En ce qui concerne les QTL relatifs a la hauteur des tiges, deux régions génomiques dont une a
effet majeur sont communes a 2014 et au blup.

De facon générale, dans I’ensemble, 82% des zones génomiques sont spécifiques a une année

(2014 ou 2015) ou spécifique au blup (2014-2015).
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Chapitre III : Relations entre production et qualité de la tige :
variabilité génétique et impact de la date de semis

I- Variabilité génétique de la composition de la biomasse

Comme présenté au sein la revue bibliographique, les différentes voies de valorisation de la
biomasse (alimentation animale, bioénergie, biomatériaux) requi¢rent en premier lieu un fort
rendement en biomasse par hectare. Dans ce contexte, le second chapitre de ce document a eu
pour objectif d’analyser le déterminisme génétique des différentes composantes de la
production de biomasse (essentiellement la longueur du cycle (semis — Floraison) et la hauteur
de la tige principale). Or il est admis que la composition de la biomasse et ses propriétés (sa
digestibilit¢ notamment) permettent d’orienter cette dernicre vers différentes valorisations.
Dans ce contexte, une évaluation précise de la variabilité génétique de la composition de la
biomasse au sein du sorgho est nécessaire pour orienter au mieux les programmes de sélection.
La variabilité génétique de différentes composantes de la biomasse (sucres solubles,
carbohydrates structuraux, lignines, digestibilit¢) a ét¢ analysée au sein de populations
biparentales (Murray, Rooney, et al., 2008; Murray, Sharma, et al., 2008; Ritter et al., 2008;
Shiringani, Frisch and Friedt, 2010; Shiringani and Friedt, 2011) et de panels de diversité
(Murray et al., 2009; Trouche et al., 2014; Burks et al., 2015a; Brenton et al., 2016). Ces
analyses ont mis en évidences des héritabilités au sens large relativement ¢élevées (>0.5) pour
les différentes composantes avec des interactions GXE trés souvent significatives et fortes
(Murray, Rooney, et al., 2008; Trouche et al., 2014). Néanmoins ces analyses ont souvent été
mengées sur des génotypes pas ou peu sensibles a la photopériode et permettant donc leur culture
en conditions tempérées. En outre, les effets de la taille des plantes et de la variabilité de la
durée de cycle sur la composition de la biomasse ont été assez peu explorés a I’exception de
Trouche et al. (2014) qui ont analysés les corrélations entre qualité et production de la biomasse
pour deux classes de précocité différentes. Cette analyse a notamment mis en évidence des
différences de corrélations (production vs qualité) entre les deux classes de précocité. Dans ce
contexte, il semble important i) d’affiner I’évaluation de la diversité génétique de la qualité de
la biomasse en intégrant des génotypes sensibles a la photopériode aux analyses et ii) d’explorer

plus finement les interactions entre hauteur, précocité et composition de la biomasse.
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II- Impacts des conditions de culture sur la composition de la biomasse

Outre la variabilité génétique, les conditions de culture impactent aussi significativement le
potentiel de production de biomasse et sa qualité. Les effets de la fertilisation (Russo and Fish,
2012), de I’irrigation et de la densité de semis (Rocateli et al., 2012) ainsi que de la date de
récolte (Ayub et al., 2003; Atis et al., 2012; Zhao et al., 2012) sur la qualité de la biomasse ont
¢été analysés. Néanmoins ces analyses ont principalement portées sur la production de sucres
solubles dédiés a la production d’éthanol de premiére génération et seules quelques études ont
aussi abordées les teneurs en carbohydrates structuraux et en lignines (Zhao et al., 2012). En
outre les effets des dates de semis ont elles aussi ét€¢ peu explorées en ce qui concerne les
carbohydrates structuraux et les lignines et ce malgré leurs importances d’une part en conditions
semis arides ou elles peuvent conditionner le succes ou non d’une culture et en conditions
tempérées ou des dates de semis plus tardives peuvent étre planifiées dans le cadre de la mise
en place de production en cultures dérobés (semis tardifs). Il est donc dans ce contexte important
d’évaluer les effets de décalages de la date de semis sur I’ensemble des composantes de la

biomasse et notamment sur les corrélations entre production et qualité de la biomasse.

III- Vers une compréhension plus fine de la variabilité de la composition
de la biomasse

Afin d’affiner notre compréhension des relations entre la variabilité génétique de la production
et de la qualité de la biomasse, 6 essais impliquant 35 génotypes sélectionnés pour couvrir les
différentes tailles de plantes, de précocité et de sensibilité au photopériodisme ont été mis en
place. Différentes dates de semis au sein d’une méme saison de végétation ont été effectuées
afin d’analyser la réponse des différents génotypes a ces variations d’itinéraires culturaux.
Outre la longueur de la tige principale et ses composantes (la longueur moyenne des entre-
nceuds et leur nombre) la composition biochimique de la biomasse au stade de récolte des grains
a été analysée. Ces analyses de composition ont porté sur la teneur en sucres solubles des tiges,
les teneurs en carbohydrates structuraux (cellulose et hémicelluloses), les lignines et les
propriétés de digestibilité de la biomasse.

L’analyse des résultats obtenus fait I’objet d’un article en cours de préparation pour soumission

a Field Crops Research qui est présenté dans la suite de ce document. Les résultats principaux
ainsi qu’une discussion sont présentés a la suite de ’article.

IV- Article en cours de finalisation a soumette a Field Crop Research
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I- Introduction

Sorghum (Sorghum bicolor [L.] Moench) is the fifth most important cereal crop in the world
both in terms of planted area and grain production (FAOSTAT, 2017). This species that belong
to the Poaceae family is the staple food of more than 500 million people in over 30 countries
worldwide. It constitutes the main source of energy and protein for the poorest people in these
countries. Sorghum grains and vegetative biomass are also used for feed. In developed countries
like United States and Europe, vegetative biomass (stem and leaves) is produced in large
quantities (4.475 000 tons in 2015 in the United States for instance
(https://www.nass.usda.gov)) and mainly used for forage, hay, silage and pasture
(http://www.sorghumcheckoff.com/all-about-sorghum).

In Africa, in most of the sorghum-based production systems, vegetative biomass residues
obtained after the harvest of mature grains are used for animal feed during the shortage period
of fodder.

Beside its interests for food and feed, sorghum has been recently identified as a relevant
feedstock for bioenergy and biomaterial production. Indeed, its high biomass yield potential,
its short cycle, its adaptation to low input crop management and its flexibility in planting
periods(Berenji and Dahlberg, 2004, p. 4; Vermerris ef al., 2007; Carpita and McCann, 2008;
Paterson et al., 2009; Olson et al., 2012; Mace et al., 2013) constitute relevant attributes. For
the different uses of sorghum vegetative biomass (food, feed, energy, biomaterials...), biomass
yield per unit area is the primary trait of interest (Bayu, Rethman and Hammes, 2005; Murray,
Rooney, et al., 2008; Trouche et al., 2014; Maucieri et al., 2016; May et al., 2016).

However, the biomass quality that can be summarized as the biochemical and physical
properties of the vegetative biomass also significantly impacts the different end-use products
properties. Although plant height which is a predictor of biomass yield has been extensively
studied in sorghum, our knowledge of the genetic determinism of biomass quality and its
relations with biomass yield remains in its infancy.

It is classically accepted that plant height in sorghum is directly influenced by the internodes
length that depends on the dwarfism genes and by the duration of the cycle through the
photoperiod sensitivity genes. Internode length is under the dependence of four major dwarf
genes called: dwl, dw2, dw3 and dw4 (Windscheffel et al., 1973, Quinby and Martin, 1954).
Regarding the genetic determinism of cycle duration, six maturity loci mainly corresponding to
photoperiod sensitivity genes have been identified in sorghum (Mal to Ma6 : (Quinby, 1967;
Quinby, Hesketh and Voigt, 1973; Rooney and Aydin, 1999).

In addition to these major genes, several QTL and GWAS studies have been performed that
allowed the detection of several QTL for both internode length and cycle duration(Brown et
al., 2008; Mace and Jordan, 2011; Mace, Hunt and Jordan, 2013; Higgins et al., 2014; Zhao et
al., 2016).

The description of the genetic architecture of biomass quality is much less advanced although
a great genetic variability has been described in sorghum (Vandenbrink et al., 2010, 2013;
Trouche ef al., 2014). In terms of genetic architecture of the biomass composition, some QTL
and GWAS analyses have been recently performed either on the soluble sugar content of the
biomass (Murray et al., 2008a; Ritter et al., 2008; Shiringani, Frisch and Friedt, 2010;
Shiringani and Friedt, 2011; Burks et al., 2015) or on the structural carbohydrates components
(lignin, cellulose, hemicellulose :(Murray, Rooney, et al., 2008; Brenton ef al., 2016b).

However, only a limited understanding of the variability of the biomass composition in relation
with the dwarfism and earliness effects is currently available. Trouche et al (2014) reported
genotypic correlations between plant height, cycle duration and the biomass composition on a
panel encompassing around 100 non photoperiodic accessions. To refine our understanding of
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the correlations between plant growth and biomass composition related traits, it would be
relevant to explore the contributions of the different dwarfism classes to the biomass
composition variability instead of considering only the plant height which is defined, as
mentioned earlier by the internode length and also their number.

In addition, although genetic correlations between cycle duration and biomass composition
traits have been already analyzed revealing different behaviors of the biomass composition
traits (positive correlations with the soluble sugar content, and the in vitro organic matter
digestibility and a negative correlation with the cell wall content of the biomass assessed
through the NDF (Trouche et al., 2014), a better understanding of the effect of the cycle
duration on the biomass composition would be relevant to monitor more efficiently breeding
programmes.

It is also important to mention here that most of the analyses that addressed the correlations
between biomass production (i.e cycle duration and growth components) have been performed
in non-photoperiodic accessions possibily limiting the genetic variability analyzed.

However, if the genetic control explain a large part of the phenotypic variability of the biomass
composition (heritabilities and repetabilities generally over 0.8 (Trouche ef al., 2014; Burks et
al., 2015; Brenton et al., 2016a)) significant effects of external factors as fertilizers (Russo and
Fish, 2012), irrigation, tillage practices (Rocateli et al., 2012), plant density (Carmi et al., 2006)
and harvest date (Atis et al., 2012, Ayub et al., 2002, CAKMAKCI et al., 1999, Glamoclija et
al., 2011, Zhao et al., 2012b) have been reported. Although, the effects of the sowing date have
been largely documented on the biomass and grain production (Poornima, Geethalakshmi and
Leelamathi, 2008; Burks et al., 2013; Rao et al., 2013; Almodares and Hoseini, 2016), its
effects on the quality of the biomass have not been yet clearly analyzed. Sugar yield variability
in relation with the sowing date have been explored in temperate (Burks et al., 2013) and semi-
arid conditions (Poornima, Geethalakshmi and Leelamathi, 2008; Rao ef al., 2013; Almodares
and Hoseini, 2016; Tovignan et al., 2016) but no global analysis of the different components
of the biomass have been performed yet. In addition most of the analyses aiming to address the
sowing effects on the biomass composition (soluble sugar yield mainly until now) have been
performed with relatively small diversity panels including principally non photoperiod sensitive
genotypes (with the exception of Tovignan et al., 2016).

Taking into account, these knowledge gaps, the main objectives of this study were to: 1)
evaluate the contributions of the dwarfism and earliness effects on the genetic variability of the
stem biomass composition on a panel of 35 genotypes selected to encompass most of the
cultivated sorghum diversity (i.e. sensitive and non sensitive to the photoperiod) and 2) analyze
the effects of the sowing date on the biomass quality and the specific impacts of the photoperiod
sensitivity variability in this context. To reach these objectives, the panel of genotypes was
cultivated over 6 different growing conditions (including different sowing dates) and
characterized for its growth, cycle duration and biomass quality (i.e soluble sugar, structural
carbohydrates contents and the biomass and cell wall digestibilities.
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II- Materials and methods
I1.1- Plant material

The experimental material was composed of a set of 35 sorghum varieties (Sorghum bicolor
(L.) Moench) from different agronomic research programs of West Africa, in particular IER
(Institute of Rural Economic) and ICRISAT Mali (International Crops Research Institute for
the Semi-Arid Tropics). These varieties cover a large portion of the diversity of cultivated
sorghums. The panel of 35 sorghum varieties include both landraces and improved varieties
selected for their variable photoperiod sensitivities, durations of cycle, stem length, grain yield
and quality. The geographical origins and agronomic characteristics of the 35 genotypes are
indicated in Table 1.

I1.2- Experimental design

The field experiments were conducted in Bamako, Mali at the Sotuba agronomical research
station of the “Institut d’Economie Rurale” (12°39'N, 7°56'E), which is located at 381m of
altitude and that corresponds to a Sudano-sahelian savannah climate type.

The 35 varieties were evaluated during the 2010, 2014 and 2015 rainy seasons. With the
exception of 2010, in which only one sowing date was performed, the 35 sorghum varieties
were tested in split-plot designs at two sowing dates (2010: June 24th, 2014 : June 16th and
July 16th, 2015 : June 21st and July 20th ) in two replicates. The main treatments for all trials
were the sowing date and the genotypes. Each experimental plot for these trials included 40
plants, sown by hand in four rows of 3.6m-long, with 0.75m spacing between rows and 0.40m
between the hills on each row. Fertilization included 150 kg/ha of DiAmmonium Phosphate
(DAP) before sowing and 150 kg/ha of Urea supplied during vegetative growth.

During the off-season 2015, an additional sowing date was performed in September 21%. In this
experiment, the enotypes were allocated into a randomized complete block design with two
replicates. This trial included 20 plants sown by hand on two rows of 3.6m-long, with 0.80m
spacing between the rows, 0.40m between the hills on each row and 1m between each plot.
Irrigation was provided for this trial according to the plants needs.

I1.3- Phenotypic characterization
11.3.1- Phenology and growth

For all trials, 4 plants in each experimental plot were used to evaluate the number of leaves
produced from the seedling to the flag leaf stage (TLN: Total Leaf Number), the total number
of green leaves at the harvest stage (NGL: number of green leaves), and the stem length (STEL)
that was measured from the base of the main stem to the base of peduncle.

The total number of elongated internodes (INTN) was counted after removing all the leaves
and sheath from the main stem. The Mean internode length (MITNL) was then calculated by
dividing the stem length by the total number of elongated internodes.

The duration from the sowing to the flag leaf appearance (DTFL: Duration To Flag Leaf)
expressed in days was also recorded. This information was used to calculate the coefficient of
photoperiodism (Kp) according to Traore et al 2001 (TRAORE et al., 2001). This calculation
was performed on the 2014 and 2015 trials considering only the first two sowing dates. This
coefficient is defined as the ratio of duration from sowing to flag leaf between the first and
second sowing (DFTL1 and DFTL2) by the difference of the number of day between first and

second sowing (D1 and D2).
_ DTFL1 — DTFL2

Kp =
P ID1 — D2
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This coefficient Kp varies between 0 and 1. For highly photosensitive genotypes, this
coefficient is closer to 1 because the shortening of the vegetative period is equal to the seedling
offset (Kouressy et al., 2008c¢).

11.3.2- Stem Biomass composition and structure
11.3.2.1- Measurement of sugar content: Brix value

For all rainy season trials, four plants from each experimental plot were harvested at grain
physiological maturity to measure the sugar concentration in the stalks (through the Brix
measurement). These measurements of Brix were realized on all the genotypes from the 2015
trial, and only for 33 and 30 genotypes in 2010 and 2014 trials respectively. The handheld
refractometer (Atago PR 32a, ATAGO CO, LTD, Tokyo, Japan) was used to measure the Brix
(a soluble solids) contained in the juice extracted on the four stems after crushing in a three-roll
sorghum press (ICRISAT; Jagadish No. 6, Gujarat, India).

With the exception of the 2010 rainy season trial, the juice weight (SJW) and volume (SJW)
were measured respectively with an electronic balance and a graduated cylinder (250ml). Fresh
weight of the stems (without leaf sheath) before juice extraction (SFW), were recorded in g.
The fresh weight after extraction was also measured and used to calculate the stem extractable
moisture content (SMEX).

The stem sugar concentration (g/g of stem) was calculated according to the BRIX and Stem
Juice weight (SJW).

11.3.2.2- Stem biochemical analysis

For each planting date, 4 plants from each experimental plot were selected at the grain maturity
stage for stem biochemical composition analysis. These sampling were carried out on all the 35
genotypes in 2010 and 2014 trials and only on 26 genotypes in 2015 trial.

The stem biochemical analyses were performed according to the protocol presented by Trouche
et al 2014. The availability of NIRS calibrations based on reference laboratory measurements
(chemical composition, food value, etc.) made possible the NIRS prediction of our samples.
The following section describes firstly the set of reference analyses, the calibration process and
finally the NIRS prediction process.

11.3.2.2.1- Kjeldhal, Van Soest and Aufrere analysis

The crude protein (CP) content was determined using the standard method of nitrogen content
(N) determination of Kjeldhal following the formula: CP= N x 6.25 (Kjeldahl, 1883).
Regarding the description of the fiber fraction, the Van Soest method Van Soest, Robertson et
al. 1991) was used to estimate the relative contents of the different fiber fractions ; Neutral
Detergent Fiber (NDF), Acid Detergent Fiber (ADF) and Acid Detergent Lignin (ADL). The
NDF fraction includes all cell wall components (cellulose, hemicellulose and lignin); ADF
contains the cellulose and lignin; and the ADL fraction corresponds to lignin.

In addition, we calculated the relative of the NDF in lignin, cellulose and hemicellulose using
the following formulae’s:

= Lignin content, LIG = [ADL/ NDF] *100
= Cellulose content, CEL = [(ADF-ADL)/NDF]*100
=  Hemicelluloses content, HEM = [(NDF-ADF)/NDF] *100
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For the determination of the solubility of the biomass, Aufrére et al (2007) method was used.
This enzymatic method, based on the digestion by pepsin-cellulase allows to predict the in-vitro
organic matter digestibility (IVOMD) and in-vitro dry matter digestibility (IVDMD). Based on
these predicted values, the in-vitro NDF digestibility (IVNDFD) that represents the potential
degradation of fiber in ruminants was calculated assuming that the non-NDF part of plants
material was completely digestible using the following formulae:

IVNDFD = 100x(IVOMD — ((100 — MM) — NDF))/NDF

11.3.2.2.2- Stem NIRS measurements

To predict the different biochemical parameters described in the precedent section, NIRS
analyses were performed on dried samples using a Tango instrument (Bruker Optics, Hong
Kong Ltd). A total of 1086 dried stem samples from the rainy and off-season trials were finely
ground at Imm. Each sample was scanned two times at 2 nm intervals over the wavelength
ranging from 400 to 2500 nm. The two spectra obtained were averaged. The system had already
been calibrated for analytic parameters listed in the table3. The available calibrations are based
on reference measurements obtained obtained on at least 450 samples (Table S1).
Approximatively 100 samples originating from the different trials of this study were selected
for reference analyses in order to update the preexisting NIRS calibrations.

The prediction equations for the analytical parameters were calculated from linear regression
and the validation of the results of predictions were determined by the following parameters:
standard error of calibration (SEC), the multiple calibration coefficient of determination (RSQ),
the standard error of cross validation (SECV), the multiple coefficient of determination of cross
validation (R2) and the ratio performance/validation (RPD) (Table S1).
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11.4- Statistical analyses

All statistical analyses were performed using R version 3.2.4 (R development Core Team,
2016). Means, range, and coefficient of phenotypic variation were first calculated on the two
replicates from each sowing date for each year to check the consistency of the results.

Variance components analyses

As a first step, the year, genotype and genotype*year effects were analyzed for the first sowing
date of the three years of experiments according to the following model

Yijk= n+ Yj + G+ Bk/Yj + (GY)ij + Eijk (model 1)

Where Y;j the phenotypic value of genotype 1 measured in block k for year j; Yj: year j (j=3),
Gi: the random effect of genotype i (i=1 to 35), Bi/Y;: the fixed effect of block k nested in year
i,zGY: the random interaction between the genotype and the year and ¢;j the residual error (o,
o).

This model was used to calculate the broad sense heritabilities and the coefficient of genetic
variations (CGv) of the different traits. The Best linear unbiased predictor of the genotype
effects were also derived from this model.

As a second step, the contributions of the dwarfism and earliness effects to the variability of
the analyzed traits among the first sowing date of the three years of experiment were explored.
Each genotype was first allocated to different classes of mean internode length (i.e. dwarfism,
Short : <10 cm (n = 10), Medium : 10-15 cm (n = 13), Long : >15 cm (n = 12)) and earliness
(Early : <75 (n=13) , Medium : between 75 and 90 (n =9), Late : >90 days (n = 13). Internode
length and earliness classifications were based on the results from the first sowing dates (June)
of the three years of experiments.

Following these genotypes characterizations, dwarfism and earliness effects were analyzed on
the first sowing dates of the three years of experiment using the following model:

Yium= p + Y;+ Dj+ Ek + Gi+ B/Y; + (G/D*Y)ijx +Fm+ €ijium (model 2)

Where Yijum is the phenotypic value of genotype k measured in block 1 for year j; Yj the effect
of the year i (i=1 to 3), Dwj, the dwarfism effect (j=1 to 3), Ek : the effect of the earliness class
(k=1 to 3), GI: the genotype k (i=1 to 35), Bn/Yj: the fixed effect of block m nested in year I, ,
G*Y: the interaction effect of the genotype 1 by year i and &ijiimin the residual error (o, 6°).

As a third step, taking advantage of the different dates of sowing performed on the different
trials, the variability of the traits were analyzed over the three years of experiments using the
following model :

Yijum= 1+ Yi + Sit+ (B/Y/S)iij + PPS; + (PPS*S)j; + G + (G*S)mj + €ijkimn (model 3)

Where Yijumn 1s the phenotypic value of genotype m measured in block k for year I in sowing
date j; Y; the effect of the year 1 (i=1 to 2), S; the sowing date effect (j=1 to 97), PPS; : the
Photoperiod sensitivity class (1 = 1 to 3), (PPS*S);; the interaction effect of the photoperiod
sensitivity class with the sowing date effect, Gn: the genotype effect (m=1 to 35), (G*S)n; the
interaction effect of the genotype with the sowing date and €jjximin the residual error (o, 6°). The
effect of the photoperiod sensitivity classes of the genotypes was also included in the model as
photoperiod sensitivity is expected to impact the response of the genotypes to the different
sowing dates. The Photoperiod sensitivity classes (Low : <0.4 (n = 10), Moderate : between 0.4
and 0.6 (n = 8), High : >0.6 (n=17), Table 1) were based on the Kp estimations from the 2014
and 2015 experiments.
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Multiple comparisons between means were performed using Tukey HSD (Honestly Significant
Difference analysis). The critical probability threshold p-value for accepting the hypotheses
(Ho/H1) used to define statistically significant results was fixed at P = 0.05.

Correlations analyses

Correlations between the values of the same traits over the three years of experiments (first
sowing date) were computed based on the adjusted genotypic values of the different trials. To
allow a global visualization of the correlation structure between the traits and of the similarities
between the genotypes a hierarchical clustering based on the BLUP from the model 1 from the
35 genotypes was performed using the hclust function in R.

Correlations between the phenotypic traits at the first sowing date were calculated on the basis
of the BLUP obtained for the 35 genotypes using the mixed linear model 1. In addition
correlations between the different sowing dates were also calculated based on the adjusted
genotypic values of the different sowing dates.
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I1I- Results

I11.1- Phenotypic and genetic variability of phenology and stem biomass
composition related traits

Twenty six traits were measured over 3 years for a set of 35 genotypes over one (in 2010) to
three sowing dates (in 2015). Different precipitation patterns were observed for the three years
although the temperature patterns were stable over years (Figure S1). The year 2015 was the
driest one with only 702.8 mm of cumulated water received compared to 859.4 mm in 2014
and 976.7 mm in 2010. In addition, a peculiar pattern of precipitation was observed in 2014,
with a large amount of precipitation between May and July and a relatively dry August month.
In order to assess the genotypic variability available between the different genotypes, the
dataset obtained from the June sowing dates of the 3 years of trial were considered. Almost the
same levels of phenotypic variability (PCV%) were observed over the three different years of
field experiment (Table 2). Only a few traits deviated from this general trend (NGL, BRIX,
SJW, SSC and CP) The increase of the range of variation observed in 2015 for these traits is
likely due to the lower amount of water received for this cropping season (Figure SI) in
combination with the variability of the staygreen trait in the panel of genotypes analyzed.
Indeed, a severe senescence at maturity was observed in 2015 (mean number of green leaves
of 1.91 in 2015 whereas it reached 6.99 and 4.68 respectively in 2010 and 2014) probably
increasing the variability of some of the traits observed between the Staygreen and non-
staygreen genotypes.

Whereas large variabilities (PCV  >30 %) were observed for the phenological,
agromorphological, proteins, sugars, histological (only 2014 experiment) and stem digestibility
related traits, smaller variabilities (PCV < 10 % in average) were observed for the fiber
components. The large reduction of variabilities observed between 2014 and 2015 for the

histological traits can partly be attributed to the reduction of the number of genotypes analyzed
between 2014 (22) and 2015 (6).

Biomass production relation traits exhibited highly significant genotype effects with broad
sense heritabilities over 0.96 with the exception of the number of green leaves (NGL : H?bs =
0.46) and the stem fresh weight (SFW : H?bs = 0.75) (Table 3). The soluble sugars related traits
presented heritabilities ranging from 0.58 for the soluble sugar content of the stem (SSC) to
0.74 for the stem moisture extractable percentage (SMEX). The same range of heritabilities
were observed for the Protein matter content, the Van Soest and Aufrere related traits (from
0.52 for NDF to 0.73 for Hem). The genotypic coefficient of variations were relatively high
(i.e. greater than 15 %) for most of the traits with the exception of the fiber proportion (NDF)
and its components (lignin, cellulose, hemicellulose contents) for which genotypic coefficient
of variation usually lower than 10 % were observed.

In addition with the analysis of the global genotypic effects (model 1), the genotypic variance
was further decomposed to assess the effects of the dwarfism and earliness classes (Model 2).
The dwarfism effect was highly significant for all the traits with the exception of the number
of green leaves at maturity (NGL) (Table 3). This effect explained between 6 and 27 % of the
phenotypic variability of the biomass composition related traits (Figure 1). The earliness effect
followed a divergent pattern, highly significant effects were detected for the biomass production
traits whereas it was almost never significant or presented really weak effects on the biomass
quality traits. Deviations from this general trend were observed for the BRIX and the Stem
moisture extractable content (SMEX) which were highly impacted by the earliness classes. The
genotype by year (GxY) effect was significant for most of the traits with the exception of the
stem length (which is highly heritable: h*=0.99) and of the sugar related traits which are
dependent on the moisture content at the harvest (Stem fresh weight and Stem extractable
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moisture content). The structural biomass composition related traits exhibited highly significant
GxY effects with phenotypic explained variation ranging from 14 to 28 %.

In agreement with the highly significant genetic effects detected taking into account the 3 years
of experiments the correlations obtained between the adjusted means of each year were most
of the time highly significant (Table S2). A few exception to this general trend were observed.
The between years correlations for the number of green leaves obtained for the 3 years of
experiments were never significant. In addition, a few correlations involving the fiber
components and the fiber digestibility were non significant for the 2014 and 2015 comparisons.

I11.2- Dwarfirsm and cycle duration effects on the agromorphological and
biomass composition related traits

111.2. 1- Dwarfism and cycle duration impact differentially biomass yield and
composition

The dwarfism and earliness effects have been characterized on all the analyzed traits (Table 3).
In order to illustrate the observed trends, six representative traits of the different phenotypic
categories have been used (Figure 2). STEL and DTFL represent the production and phenology
categories whereas NDF, SSC, IVOMD and IVNDFD are representative of the biomass
composition traits. As shown in Figure 3 (that will be detailed later) these traits also represent
the three clusters of traits (P1, P2 and P3) that have been detected through a hierarchical
clustering analysis. The estimator of the cell wall content of the biomass (NDF) increases
gradually with the mean length of the internode, whereas the digestibilities of the organic matter
of the whole biomass (IVOMD) and of the cell walls (IVNDF) follow opposite patterns,
presenting lower values for long internode genotypes. Although for a few biomass quality
related traits, the earliness effects are significant, the proportion of phenotypic variances are
always extremely weak (lower than 5% with the exception of SMEX (22.52 %), Table 3).

The three groups of genotypes identified through the hierarchical clustering analysis illustrate
these results (Figure 3). The “genotype” group G1 includes mainly short and medium genotypes
with early to medium flowering that present high biomass and cell wall digestibilites and low
cell wall contents (NDF). The genotype group “G2” encompass short to medium genotypes
with medium to late flowering that also present high biomass and cell wall digestibilies. The
last genotype group “G3” contains mainly medium and tall genotypes that present low biomass
and cell wall digestibilities with a high cell wall content. This last genotype group include all
the earliness classes.

111.2.2- Impacts of Dwarfism and Earliness classes on the relationships
between agro-morphological and stem composition related traits

The hierarchical clustering analysis (Figure 3) provides a global picture of the correlations
between the different phenotypic traits (see also Table S3 for the main pairwise correlations).
The trait cluster “P1” indicates that digestibility related traits (IVDMD, IVOMD, IVNDFD) are
strongly correlated with the hemicellulose content of the cell walls (Hemi), the crude protein
content and the extractable stem moisture content (SMEX) (correlations greater than 0.5). Trait
cluster P2 underlines the strong relationships between the stem length, the mean internode
length and the richness of the biomass in cell wall (r STEL-NDF = 0.35%*), lignin (r STEL-Lig
= 0.63 ***) and cellulose contents (r STEL — Cell = 0.35 *). The last cluster of traits (P3)
encompass phenology (DTFL, Kp, INTN, TLN) and sugar related traits (Brix, SSC).

As expected, an opposition, confirmed by significant negative correlations, has been detected
between the trait clusters P1 and P2 opposing biomass digestibility related traits, plant height
and cell wall content richness in lignin and cellulose. Stem length is negatively correlated with
the biomass digestibilities (r STEL- IVOMD = -0.46**, r STEL — IVNDFD = -0.57 **%*),
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Interestingly a positive correlation was detected between the BRIX and the Stem length (r =
0.56 ***), but non significant correlation was observed between the stem length and the stem
soluble sugar content (r = 0.08™) likely resulting from the strong negative correlation between
stem length and the stem moisture extactable proportion (r = -0.76%**).

To reach a better understanding of the correlations between biomass production and biomass
quality related traits, correlation analyses were also performed independently for each dwarfism
and earliness classes (Figure 4). Drastic evolutions of the correlations between the stem length
and the biomass quality related traits were observed between the different dwarfism classes.
Most of the significant correlations for the whole panel disappeared when each dwarfism class
was considered. At the opposite stable correlations were observed over the different earliness
classes.

111.3- Sowing date effects on phenological, agro-morphological and stem
biomass composition trait

Variance components analysis allowed identifying the main sources of variation for the
different traits when the genotypes were sown at different sowing dates (Figure 5 and TableS4).
Overall, the sowing date, the photoperiod sensitivity classes (PPS), and the genotype effects are
the major contributors to the variability of the traits. The specific impacts of these components
vary according to the considered trait. Phenology (DTFL) and biomass production related traits
(INTN, TLN, STEL and SFW) are mainly affected by the sowing dates, the photoperiod
sensitivity classes and the genotype effects. Sugar related traits are mainly controlled by the
genotype effect whereas structural carbohydrates components and their digestibilities are
mainly driven by the sowing dates and the genotype effects.

As expected the sowing date, decreased the biomass production components and the duration
of the cycle (Figure 6). Delayed sowing reduced the cell wall content of the biomass (NDF) and
increased its soluble sugar content (SSC) leading to an improvement of the organic matter
(IVOMD) and cell wall digestibilities (IVNDFD).

The Photoperiod sensitivity classes have highly significant effects on the biomass production
related traits with phenotypic explained variation reaching 30 % (Figure 5). Although, they
were also significant for most of the biomass composition related traits, their impacts were
much lower (r*p between 1 and 5 %).

Although the proportions of variance explained by the interaction between the PPS classes and
the sowing dates are much lower than the main effects of the sowing dates, PPS classes and
genotype effects, the effects of this interaction are highly significant for most of the traits (Table
S4). As expected the stem length and cycle duration responses of the different PPS classes to
the different sowing dates were extremely different. Highly photoperiod sensitive genotypes
reduced strongly their stem length (Figure 7) and flowering time (Figure S2) whereas non
photoperiod sensitive genotypes were weakly affected. The responses of the biomass quality
related traits to the interaction between the PPS classes and the sowing dates diverged
significantly from this pattern. The high photoperiod sensitivity genotypes presented a more
stable composition than the low and moderate photoperiod sensitive genotypes as observed
according to the regression coefficient obtained on the figures 7 and S2 for the Neutral detergent
fiber content (NDF), the soluble sugar content of the stem and the organic matter digestibility
which are lower than than the ones obtained for the low and moderate photoperiod sensitivity
classes.

As a last step the impact of the sowing dates on the correlations between the Stem length and
the biomass composition related traits were analyzed. The last sowing date significantly
modified the correlation matrix structure wheareas the earliest sowing only slightly modified
the intensities of the correlations (Figure 8).
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Discussion

The high genetic variability of biomass composition related traits in sorghum: a
breeding reservoir for future biomass value chains

In agreement with the bibliography, our results underlined the large genetic variability available
for the key components of the stem quality in sorghum. These results are highly relevant in the
context of the development of sorghum varieties adapted to the different biomass value chains
that have already been developed or that are currently under development. We observed higher
values of lignin contents (ADL up to 11.3 and lignin content of the NDF reaching 14.95%) than
the ones previously reported (ADL of 8.7 (Trouche et al., 2014) and 10.5 (Brenton et al., 2016b)
and lignin content of the NDF of 10.8 (Trouche et al., 2014). Although the lignin content is
negatively correlated to the digestibility of the biomass (also reported in this analysis) and thus
not relevant for animal feed or methane production it is likely to be interesting for most of the
biomaterial applications. For the other traits, the same or slightly lower ranges of variability
were reported in the literature (Trouche et al., 2014; Burks et al., 2015; Brenton et al., 2016b)
Broad sense heritabilities over 0.52 were obtained based on the three years of experiments for
the different biomass composition related traits. These values are comparable with the ones
reported in the literature (Murray, Sharma, et al., 2008; Trouche et al., 2014; Brenton et al.,
2016b). Although the coefficient of genetic variability reported for the different structural
carbohydrates are relatively limited (generally lower than 10 % for NDF, ADF, ADL, Lig, Cell
and Hem) it is interesting to note that the ones obtained for the integrative biomass composition
quality traits (i.e. the Dry matter, organic matter and NDF digestibilities) are higher (over 15%)
Taken together, the heritabilities and genetic variabilities obtained underlined the ability to
develop varieties of sorghum presenting specific compositions that could fit to the expectations
of the different end-uses.

Some antagonistic relationships between the Stem length and the structural
carbohydrate components

Although, the dry matter yield of the vegetative biomass was not estimated in our study, the
stem length (which is the main component of the plant height) is usually significantly correlated
to the dry weight biomass yield (Trouche et al., 2014; Brenton et al., 2016b). The correlations
observed between the stem length and the biomass composition related traits in our study were
quite variable.

Regarding soluble sugar production, as already reported (Murray, Sharma, et al., 2008; Trouche
et al., 2014; Burks et al., 2015), a positive correlation was observed between the stem length
and the BRIX (r = 0.56***). Nevertheless the correlation between the stem length and the stem
soluble sugar concentration was not significant (r =0.008 ™) and only a really weak effect of
the dwarfism class was detected on the stem soluble sugar concentration. These results contrast
with the positive correlation (r=0.69) observed by Burks et al (Burks ez al., 2015) between the
plant height and the sugar yield by weight. One possible explanation of this discrepancy could
probably be the genetic composition of the two panels analyzed: Burks et al enriched their panel
in sweet sorghum ideotype whereas no such type of selection was applied to our panel. Breeding
for high sugar yielding genotypes has thus to be carefully tuned according to the diversity
available in the breeding programme considered.

A negative relationship was observed between the stem length and the animal feed quality with
negative correlations between the stem length and the digestibilities of the whole biomass (r=-
-0.56%** -0.46** respectively for [VDMD and IVOMD) and of the neutral detergent fiber (r=-
0.57***) also illustrated by the significant effects of the dwarfism classes on these traits. If
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these results are consistent with the ones reported for the In vitro digestibility of the NDF (r=-
0.49 to -0.56 depending on the year), they diverged for the ones concerning the In vitro organic
matter digestibility (non significant or weak positive correlations (both reported by Trouche et
al., 2014)). In addition, strong positive correlations were observed between the stem length and
the lignin content.

Analyses of the correlation structure between the biomass production and biomass quality
related traits for the different dwarfism classes highlighted major modifications of the traits
relationships. These results suggest that if sorghum is a rich reservoir of genetic diversity for
biomass quality improvement, breeding efforts should carefully take into consideration that this
diversity is not structured in the same way for the different ideotypes (i.e dwarfism classes in
this case).

Sowing effect significantly impacts the biomass composition related traits

In combination with breeding efforts, cultural practices can also be mobilized to monitor
biomass quality to fit the expectations of the different end-uses. In addition, in semi-arid
conditions, the sowing date is of crucial importance to ensure significant grain and fodder
production. A decrease of the stem soluble sugar production in relation with the sowing date
have been repeatedly reported in temperate and semi-arid conditions (Burks ez al., 2013; Rao
et al., 2013; Almodares and Hoseini, 2016; Tovignan ef al., 2016) in the context of ethanol
production. In terms of structural carbohydrates, no information is currently available regarding
their when the sowing date is delayed. Based on three different sowing dates, we observed
strong effects of the sowing date on the biomass quality. Delayed sowing led to highest feed
quality (i.e. increase of dry and organic matter digestibilities) through a decrease of the lignin
content (in relation to the dry matter or to the NDF portion) and an important increase of the
hemicellulose content. However this biomass quality improvement was also accompanied, as
expected, by an important reduction of the stem length (a key component of the biomass
production). Although, the percentages of variation explained by the interactions between the
photoperiod sensitivity classes and the sowing dates were small, a more stable biomass
composition of the photoperiod sensitive genotypes were observed over the different sowing
dates.

Conclusion

The analysis of a panel of 35 sorghum genotypes encompassing short, tall, photoperiod-
sensitive and insensitive cultivars over 6 experiments with different sowing dates in the Malian
semi-arid conditions confirmed the large genetic variability available to develop varieties
adapted to the different biomass value chains (animal feed, energy, biomaterials). A large effect
of the dwarfism status of the genotypes on the structural carbohydrates (lignin, cellulose,
hemicellulose) and on the biomass digestibility was underlined. At the opposite a limited effect
of the earliness classes was observed for the same traits. Correlation analyses revealed negative
relationships between biomass production (estimated through the stem length) and biomass
quality with a positive correlation between stem length and lignin content and negatives ones
with the biomass digestibility traits. Furthermore modifications of the correlations structures
for the different dwarfism classes were detected suggesting the need to carefully design the
breeding schemes depending on the size of the genotypes considered.

Significant impacts of the sowing dates on the structural carbohydrates were observed, delayed
sowing leading to more digestible biomass composition.
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Table 1: Identification, country of origin, racial classification, and agronomic characteristic
(photoperiod sensitivity, duration of length cycle and plants height) of the 35 genotypes.

Ac;:[snséon Synonym C(z)t?gtglla()f Race® Type° hZZ?lttd Dwarfism®  Earliness’ Kp®
B35 IS 12555 ETH D BM Short Short Early Low
BimbG BB G_5 34 GIN G LR Tall Medium Late High
Dabitinnen Malisor 84-7 MLI C BM Short Short Early Low
Doua-G MLI G LR Tall Long Late High
E36-1, Zera IS 30469 ETH C LR  Short  Medium Early Low
Fara Fara IS 24887 NGA G LR Tall Medium Late High
Framida IS 8744 ZAF C LR Med Medium Early Moderate
G03-1-118 V33/08 MLI C/G BM Med Short Late High
Gadiaba Dié IS 25916 MLI D LR Tall Medium Late High
Ganga IS 23540 ETH C LR Short Long Early Low
Gnossiconi BFA G LR Med Long Early Moderate
Grinkan 02-SB-F4DT- MLI C/G BM = Med Short Medium  Moderate
Hafijega IS 23645 GMB G LR Tall Medium Late High
IRAT 204 IS 36563 SEN C LR Short Short Early Low
Jakumbe CSM 63E MLI G LR Med Long Early Low
Jigi Seme CSM388 MLI G LR Tall Long Medium High
Kalaban 00KOF5DT19 MLI C LR Short Medium Early Low
Keninkeni V248/08 MLI G/C BM Med Short Medium  Moderate
Konoténé IS 25705 MLI D LR Tall Medium Late High
L2P9 (1) ERI C LR Tall Long Early Low
Lata3 MLI G BM Tall Medium Medium High
Lina-3 ICRISAT ?? G LR Tall Long Medium High
Ngolofing CSM 660 MLI G LR Tall Long Medium  Moderate
Ribdahu NGA C LR Med Medium Late High
Sambalma(4) NGA G LR Tall Medium Late Moderate
Sanga Tigi 98'BE:F5P‘ MLI G BM Med Long Early Moderate
SC566-14 PI 533871 NGA C BM Short Short Early Low
Seguetana CZ IS 26057 MLI G LR Tall Long Medium High
Short Kaura 1S10699 NGA D LR Tall Short Late High
Soumalemba IS15401 CMR G LR Tall Medium Late High
Soumba Cirad406 FRA G/C BM Med Medium Early Low
Tiandougou 98 SB-F2-78 MLI C/G BM Med Short Medium  Moderate
Tieblé CSM 335 MLI G LR Tall Long Medium High
Tiemantieteli CSM 417 MLI G LR Tall Long Late High
White Kaura SSV 20043 NGA C NA Med Short Late High

* MLI: Mali, ETH: Ethiopia, ZAF: South Africa, CMR: Cameroun, NGA: Nigeria, GMB: Gambia, BFA:
Burkina Fasso, ERI: Eritrea, SEN: Senegal and GIN: Guinea.

°G: Guinea, D: Durra, C/G: Caudatum / Guinea, C/D: Caudatum / Durra, C: Caudatum, Durra/ Caudatum and
G/C: Guinea/ Caudatum.

°LR: Landrace and BM: Breeding material

4Short: < Im; Med: medium from 1 to 2m and Tall: > 2m

¢Short : internode length < 10 cm, 10<Medium<15, Long : >15

fEarly: <70 days; Med: from 70 to 110 days and Late: > 110 days, measured in June sowing in the Malian
condition.

£low: coefficient of photoperiod (Kp) < 0.4; Mod: Moderate Kp from 0.4 to 0.6 and High: Kp from 0.7 to 1
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Figure 1: Percentages of phenotypic variation explained by the different effects tested in model
2 according to the data produced for the first sowing date over the three years of experiment. Y
stands for Year effect, D for dwarfism, E for Earliness, G for genotypes, B/Y for the block
effect nested in the year, and Residual for the residual effect.
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Figure 4: Evolutions of the correlations between the stem length (STEL), cycle duration
(DTFL), height components (INTN, MINTL) and biomass quality related traits (the others
traits) over the different dwarfism (left side) and earliness classes (right side).The correlations
presented with STEL all correspond to the ones observed on the whole panel of genotypes
(n=35), whereas the ones presented for STEL Short (n=10), STEL Medium (n=13) and
STEL Long (n=12) correspond to the different dwarfism classes and the ones presented for
STEL Early (n=13), STEL Medium (n=9) and STEL Late (n=13) correspond to the different
earliness classes. The 5% significance thresholds of the correlation’s values for the different
dwarfism classes are 0.64, 0.55 and 0.57 for the Short, Medium and Long classes respectively.
For the different earliness classes, the 5% significance thresholds of the correlation values are
0.55, 0.66 and 0.55 for the Early, Medium and Late classes respectively. For the whole set of
genotypes, the threshold value to declare a correlation significant at the 5% level is 0.41.
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Figure 5: Percentages of phenotypic variation explained by the different effects tested in model
3.Y stands for the Year, S for the sowing date, PPS for the photoperiod sensitivity class, PPS*S
for the interaction between the photoperiod sensitivity class and the sowing date, G for the
genotype effect, B/S/Y for the block nested in the sowing date and in the year, G*S for the
interaction between the genotype and the sowing and Residual for the residual effects.
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Figure 6: Sowing date effects on 6 traits representative of the variability of the different
phenotypic categories. Significance of the sowing effects have been evaluated using Model 3.
To facilitate the representation, the sowing date has been considered here as a factor although
in the linear model 3 it is considered as a quantitative variable (i.e. it is the number of days from
the earliest sowing that is considered). The phenotypic traits presented here have been selected
to represent the different phenotypic categories according to the hierarchical clustering
presented in Figure 3 in which they are indicated with a red circle.
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Figure 7 : Effect of the sowing date on the stem length (STEL) and the cell wall content of the
biomass (NDF) for the whole set of genotypes (Left side) and for the different classes of
Photoperiod sensitivity (Low, Moderate, High).
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Figure 8: Evolutions of the correlations between stem length (STEL), cycle duration (DTFL),
height components (INTN, MINTL) and biomass quality related traits over the three sowing

dates. The threshold value to declare a correlation significant at the 5% level is 0.41.
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Supplementary material
Table S1: Prediction models of the Van Soest and Aufrere stem biomass quality related traits.

Analyzed collection

Calibration Validation

Traits

N Mean SD CV % SEC RSQ SECV RPD
CP 518 3.73 221 593 043 096 0.5 4.4
NDF 455 68.77 109 1585 136 098 1.57 6.9
ADF 461 41.66 8.58 20.61 124 098 141 6.1
ADL 463 6.46 2.56 39.58 0.56 095 0.66 3.9
IVDMD 467 38.48 12.33 32.04 1.69 098 191 6.5
IVDMD 463 36.47 12.16 33.34 1.74 098 1.9 6.4
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Table S2 : Inter-annual correlations for the first sowing dates

Trait Category ~ Traits 1 (2010-2014) r (2010-2015) r(2014-
Phenology DTFL  (.98*** 0.97*** 0.99%**
TLN 0.9%** 0.88%** 0.96%**
Plant NGL -0.05 0.3 0.1
Architecture / STEL 0.98%** 0.97%** 0.97%**
Biomass INTN (0.93%** 0.92%** 0.94%**
production MITNL  0.97%** 0.97%** 0.98%**
SFW NA NA (.83 %**
Brix 0.46%* 0.54%* 0.39*
SIW NA NA 0.65%**
SSC NA NA 0.55%*
SMEX NA NA 0.76%**
CP 0.53** 0.5* 0.61%*
NDF 0.42% 0.43%* 0.16
Stem ADF 0.51%* 0.47%* 0.38
composition ADL 0.61%*** 0.56%** 0.49%
Lig 0.59%** 0.6%* 0.53%*
Cell 0.61%** 0.56%** 0.56%**
Hem 0.68%** 0.63%** 0.67%**
IVDMD 0.53** 0.55%* 0.19
IVOMD 0.54** 0.51%* 0.1
IVNDFD (.73%** 0.47%* 0.56%**

*: Significant at 5% level probability, **: significant at 1% level probability and ***:
significant at 0.1%level probability. Correlations without asterisks are non-significant.
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Table S3 : Pairwise correlations beetwen the phenology, biomass production and biomass

quality related traits.
Trait Phenology and biomass production
raits
DTFL TLN NGL STEL INTN MITNL SFWwW
BRIX 0.39* 0.33 0.52** 0.56*** 0.39* 0.43* 0.63***
SJW 0.06 0.07 0.38* -0.03 0.09 -0.05 0.5**
SSC 0.12 0.13 0.37* 0.08 0.15 0.05 0.58%**
- - _ *kk - - _ *
SMEX 0.5%% (.52%* 0.09 0.76 0.54%k% (.5 GH* 0.36
o CP -0.27 -0.24 -0.24 -0.52* -0.32 -0.46** -0.48**
.g NDF -0.18 -0.13 -0.22 0.35%* -0.12 0.45** -0.07
'g ADF -0.17 -0.12 -0.07 0.49** -0.09 0.62*** 0.09
g' ADL -0.07 0 0.12 0.62%** 0.03 0.71*** 0.25
S Lig -0.02 0.04 0.27 0.63%*%* 0.08 0.71*** 0.36*
g Cell -0.18 -0.17 0.03 0.35%* -0.13 0.52* 0.18
o
< Hem 0.12 0.08 -0.18 -0.59*** 0.03 0_7;}*** -0.32
I[VDMD 0.05 0.02 0.08 -0.56** 0.01 0.62;*** -0.16
I[VOMD 0.16 0.12 0.1 -0.46** 0.11 0_5;*** -0.06
IVNDFD 0.14 0.08 -0.19 -0.57*** 0.04 -0.7** -0.26

*: Significant at 5% level probability, **:

significant at 1% level probability and ***:

significant at 0.1% level probability. NA: traits not measured for one of the two years

considered
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Figure S1: Precipitation (A) and temperature (B) patterns for the three years of experiment
and for the last 30 years.
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Figure S2: Effects of the sowing dates on the cycle duration on (DTFL), the soluble sugar
concentration, of the setm (SSC) and the digestibility of the organic matter for the whole set of
genotypes (Left side) and for the different classes of Photoperiod sensitivity (Low, Moderate,
High). The stem sugar concentration (SSC) was not available for the latest sowing date.
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V. Principaux résultats et discussion de ’article : « Genotype and sowing
date effects on the production and composition of sorghum stems,
disentangling the contributions of dwarfism, earliness and photoperiod
sensitivity »

V.1- Un réservoir de diversité génétique pour la composition de la biomasse : un
atout vers le développement de variétés adaptées aux différentes voies de
valorisation

Une variabilité génétique conséquente a été observée au sein du panel de 35 génotypes qui a
¢été analysé dans le cadre de cette étude. En comparaison des analyses menées précédemment
cette analyse impliquant un panel comprenant des génotypes avec des sensibilités a la
photopériode variables et des tailles d’entre-nceuds contrastantes a notamment permis d’étendre
légérement la gamme de variabilité observée pour les teneurs en lignines. Les génotypes
présentant ces fortes teneurs en lignines correspondent principalement a des génotypes tres
sensibles a la photopériode de la race Guinea, ces derniers ayant rarement été intégrés aux

panels analysés précédemment (Trouche ef al., 2014; Brenton et al., 2016).

Cette importante variabilité repose sur de forts effets génétiques avec des héritabilités au sens
large comprises entre 0.57 et 0.74 ce qui correspond aux valeurs déja observées dans la
bibliographie. Les coefficients de variation génétique relativement faibles pour les composantes
des parois (<10 % pour les teneurs en lignines, cellulose et hémicellulose) contrastent avec ceux
plus élevés obtenus pour les caractéres plus intégratifs de digestibilité de la matic¢re seéche,
organique ou des parois (entre 15 et 50 % avec des héritabilités du méme ordre).

Les héritabilités et les coefficients de variation génétique obtenus confirment donc le potentiel
de développement de variétés de sorgho présentant des compositions de la biomasse tres
différentes. Néanmoins, si la disponibilité de larges variabilités génétiques est vectrice de gains
potentiels aux niveaux des différents caracteres considérés individuellement, les corrélations
entre ces derniers peuvent contraindre largement le développement de variétés devant présenter

des combinaisons de caractéres pertinentes.

V.2- Rendement et qualité(s) : des relations « génétiques » complexes a gérer en
fonction des idéotypes ciblés par la sélection

Dans le cadre de cette étude, seules les longueurs et les biomasses fraiches de tiges ont été
mesurées, |’information relative au rendement en matiére séche par unité de surface n’était donc

pas disponible. Néanmoins, il a ét¢ montré que la hauteur des tiges présentent des corrélations
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positives avec le rendement en mati¢re séche (Trouche ef al., 2014 ; Brenton ef al., 2016) on
peut donc espérer que les corrélations observées entre la hauteur des tiges et les autres caractéres
soient représentatives de celles qui seront obtenues avec le rendement en biomasse séche (mais
voir Trouche et al qui observent des corrélations différentes entre hauteur, rendement en
biomasse seéche et les composantes de qualité des tiges...).

Comme mentionné précédemment, la qualité de la biomasse est un concept instable, cette
qualité devant étre définie en fonction des voies de valorisation de la biomasse. Jusqu’a présent
les deux composantes principales qui ont été analysées sont la teneur en sucres solubles qui
constitue la cible de sélection dans le contexte de production d’éthanol de premicre génération
et la digestibilit¢ de la biomasse qui est quant a elle la cible a optimiser dans le cadre de
I’alimentation animale et de la production d’éthanol de seconde génération via la voie

biochimique.

En termes de production en sucres solubles, nous avons observé comme dans la bibliographie
des corrélations positives entre la hauteur des plantes et le Brix. Néanmoins lorsque la teneur
en sucres solubles des tiges est considérée (en intégrant la teneur en jus des tiges et la
concentration en sucre de ces jus (Brix), la corrélation avec la hauteur des tiges devient non
significative ce qui contraste avec les valeurs reportées dans la bibliographie (corrélation de
0.69 observée par Burks et al., (2015b)). Une des explications possibles a cette divergence est
la composition des panels qui est trés différente non seulement en termes de hauteur moyenne
des génotypes mais aussi en termes de variabilité génétique analysée (des guinéas
photopériodiques notamment dans le cas de notre étude). En outre cette absence de corrélation
est en phase avec les résultats récents qui ont mis en évidence que la production de sucres
solubles et la croissance en hauteur ne sont pas intimement liés (Shukla et al., 2017) ce qui
permet donc d’entrevoir le développement de variétés courtes avec des rendements en sucres

¢levés (par gramme de maticre seche).

Au niveau des carbohydrates structuraux, des corrélations négatives ont été¢ mises en évidence
entre croissance et digestibilité¢ de la biomasse et des corrélations positives entre croissance et
teneurs en lignines. Ces résultats sont d’une part en accord avec les résultats reportés dans la
bibliographie et d’autre part en phase avec les effets tres forts des classes de nanisme mis en
évidence sur les différentes composantes de la biomasse structurale. Néanmoins il est important
de noter que méme au sein des génotypes les plus hauts des teneurs moyennes en lignines

peuvent étre identifiées.
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L’analyse séparée des différentes classes de nanisme et de précocité a permis de mettre en
évidence la complexité des relations entre croissance et composition. Si les effets des
différentes classes de précocité sur les différentes composantes de la composition de la
biomasse sont relativement faibles, les différentes classes de nanismes présentent en revanche
des propriétés trés différentes en termes de compositions en carbohydrates structuraux et en
lignines. En outre, il est important de souligner que les structures des corrélations sont treés
différentes entre les différentes classes. A titre d’exemple, si la corrélation entre la hauteur et
la teneur en sucres solubles de la tige est non significative lorsque la totalité¢ des génotypes est
considérée (r=0.084, pvalue = 0.63), celle-ci est positive pour les génotypes courts (r=0.77,
pvalue = 0.009), et non significative pour les deux autres classes de nanisme (r4w2=-0.38 (pvalue
= 0.18), r4w3=-0.16 (pvalue= 0.6)). La corrélation entre la hauteur et la solubilité de la matiere
organique est quant a elle négative (r=-0.45, pvalue =0.005) lorsque tous les génotypes sont
considérés, mais elle est non significative lorsque les différentes classes de nanisme sont
considérées. Ces résultats sont a prendre en compte dans le contexte de la sélection de sorghos

hybrides ou des idéotypes différents sont sélectionnés des cotés males et femelles.

V.3- La date de semis impacte la qualité de la biomasse et le niveau de sensibilité
au photopériodisme des génotypes affecte I’intensité cette réponse

En combinaison avec les efforts de sélection, les méthodes culturales peuvent jouer un réle clé
dans I’adaptation des produits aux attentes des utilisateurs. Dans le contexte d’Afrique de
I’Ouest, la date de semis est soumise a la variation des conditions environnementales annuelles
et elle joue un role prépondérant dans le succes de la culture, des semis trop précoces ou trop
tardifs pouvant s’accompagner d’une augmentation des contraintes biotiques et abiotiques au
moment du remplissage ou de la maturation des grains. Dans le contexte des pays tempérés,
I’évolution des itinéraires techniques incluant de nouvelles rotations de cultures (CIVE :
Cultures Intermédiaires a Vocation Energétique) favorise le développement de cultures
dérobées pour lesquelles des semis tardifs sont effectués.

Dans ces différents contextes, 1’évaluation des effets des dates de semis sur la composition de
la biomasse est donc primordiale. Dans le contexte de la production d’éthanol de premicre
génération (basés sur I’extraction des sucres solubles des tiges), les semis tardifs ont été associés
dans plusieurs cas a des réductions de rendement en sucres solubles (Burks et al., 2013; Rao et
al., 2013; Almodares and Hoseini, 2016; Tovignan et al., 2016). L’analyse de trois dates de

semis a mis en évidence une réduction des teneurs en lignines et une augmentation des teneurs
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en hémicellulose dans le cas de semis tardifs qui s’accompagne donc d’une augmentation de la
solubilité de la biomasse. En d’autres termes, les semis tardifs permettent d’améliorer la qualité
de la biomasse pour I’alimentation animale et la production énergétique via des voies
biochimique (éthanol de seconde génération / méthane). Néanmoins cette amélioration de la
qualité pour ces usages s’accompagne d’une réduction de la longueur des tiges (et donc du

rendement final).

Si les génotypes présentent des réponses différentes aux décalages des semis, il est intéressant
de noter que les différentes classes de sensibilité au photopériodisme présentent des réponses
moyennes différentes. Les génotypes les moins sensibles a la photopériode sont ceux qui
répondent le plus fortement aux décalages des semis tandis que les génotypes les plus
photopériodiques présentent des évolutions tres faibles de leur composition entre les dates de
semis. Ces résultats ouvrent des questionnements sur la modulation des allocations de carbones
entre les différentes classes de sensibilité a la photopériode :

Pourquoi des génotypes ayant des durées de cycle semis-floraison stables (génotypes
non photopériodiques) ont leur composition tres affectée par le décalage des semis ?

Comment des génotypes dont la durée du cycle semis floraison est trés variable
(fortement réduite dans le cas de semis tardifs) maintiennent une composition de la biomasse

stable ?

V.4- Les 35 génotypes analysés : 35 parents d’un dispositif de croisement
multiparental devant permettre de disséquer le déterminisme génétique de la
qualité de la biomasse

Outre I’estimation de la variabilité génétique disponible sur un panel de génotype original (i.e.
enrichi en génotypes d’Afrique de 1’Ouest), I’analyse des effets du nanisme, de la précocité et
de la sensibilité¢ a la photopériode sur la qualité de la biomasse, ces analyses ont aussi été
motivées par le statut des 35 génotypes analysés. En effet ces 35 génotypes ont été utilisés dans
un plan de croisement multiparental ayant 2 objectifs principaux, d’une part le développement
d’une population pertinente en termes d’analyses génétiques pour des caracteres pertinents aux
niveaux des pays en voies de développement mais aussi des pays tempérés (rendement en
grains, adaptation a des stress biotiques et abiotiques, qualité du grain, qualité de la biomasse)
et d’autre part le développement d’une ressource pertinente pour la sélection en Afrique de
I’Ouest. Les analyses génétiques menées sur les aspects de qualité de la biomasse sont

présentées dans le chapitre suivant.
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Chapitre IV : Identification des bases génétiques de la qualité de
la biomasse au sein d’un dispositif multiparental de type
BackCrossNAM

L. La qualité de la biomasse un caractére d’intérét majeur pour des
utilisations multiples

La biomasse végétale est connue comme 1’une des sources d’énergies renouvelables les plus
prometteuses en termes d’abondance, de colit de production et de respect de 1’environnement
(Berndes, Hoogwijk and van den Broek, 2003; Antonopoulou et al., 2008). En outre de
nouvelles filieres de valorisation non énergétiques de la biomasse émergent ouvrant de nouveau
marchés pour les productions de biomasse végétales (Parajuli et al., 2015; Xiu and Shahbazi,
2015). Pour alimenter ces filicres, trois sources de biomasse végétales peuvent étre distinguées :
le bois issu des foréts « naturelles », les résidus de I’agriculture et les plantes énergétiques
dédiées.

Les graminées en C4 sont en mesure de contribuer significativement a la production de
biomasse végétale dédiée aux nouvelles valorisations de la biomasse (van der Weijde et al.,
2013). Parmi ces derniéres le sorgho présentent de nombreux atouts (Mullet ef al., 2014). En
effet, outre son intérét pour I’alimentation animale, son rendement élevé en biomasse, son
efficience d’utilisation de 1’azote (Gardner, Maranville and Paparozzi, 1994; Lama Tamang et
al., 2011), son adaptation a divers systémes de culture et sa grande variabilité phénotypique
pour sa composition de la biomasse et ses propriétés (Vandenbrink et al., 2010; Trouche et al.,
2014; Brenton et al., 2016 et Chapitre III de ce document) contribuent a en faire I’espece cible
de nombreux projets de transformation de la biomasse végétale. Néanmoins, si un fort
rendement en biomasse par hectare, est une composante nécessaire dans les filieres de
valorisation, sa composition biochimique et ses propriétés de dégradabilité jouent aussi un role

clé dans les utilisations envisageables (van der Weijde et al., 2013).

II. Déterminisme génétique de la qualité de 1a biomasse

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans le contréle génétique de la

qualité de la biomasse est un des facteurs important pour sa transformation. Chez le sorgho, un
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nombre relativement limité d’études (Tableau II-1) a été mené concernant la compréhension de
I’architecture génétique de la qualité de la biomasse, et ce malgré ’existence d’une grande

variabilité génétique (Chapitre I1I).

Comme mentionné¢ précédemment la qualité de la biomasse dépend de deux grandes
composantes : sa teneur en sucres solubles et la composition de ses parois cellulaires en termes
de carbohydrates structuraux (cellulose, hémicellulose) et de lignines. La teneur en sucres
solubles a été 1’objet de plusieurs études en raison de son importance dans le cadre de
I’utilisation de la biomasse pour la production d’éthanol de premiére génération (i.e. extraction
des sucres solubles de la tige et leur fermentation en éthanol). En revanche la composition des
parois cellulaires et plus globalement les propriétés de dégradabilité de la biomasse ligno
cellulosique ont été relativement peu travaillées malgré leurs impacts dans les contextes de

I’alimentation animale, de la production énergétique ou de biomatériaux.

I1.1- La teneur en sucres solubles des tiges

Le déterminisme génétique des teneurs en sucres solubles des tiges a été analysé dans le cadre
de plusieurs études de cartographie génétique menées sur des populations biparentales (Murray,
Sharma, et al., 2008; Ritter et al., 2008; Shiringani, Frisch and Friedt, 2010; Guan et al., 2011;
Shiringani and Friedt, 2011; Qazi, Paranjpe and Bhargava, 2012). La majorité de ces études ont
¢té menées sur des croisements entre des parents de types “Sorgho grain (de taille courte)” et
“Sorgho sucré (de grande taille) » et ont donc mis en évidence de nombreuses colocalisations
entre des QTL de hauteur, de floraison et de teneurs en sucres solubles. Ces résultats, cohérents
avec les corrélations observées entre hauteur et teneur en sucres solubles (Brix), ne permettent
donc pas d’identifier spécifiquement les régions chromosomiques contrélant 1’accumulation
des sucres solubles dans les tiges. En outre, de fortes interactions génotypes x environnements
ont ét¢ mises en €vidence avec une forte instabilité des QTL détectés entre les différents

environnements.

Deux études de génétique d’association ont ensuite été menées afin de tirer parti de la
décroissance rapide du déséquilibre de liaison pour préciser les régions d’intérét (Murray et al.,
2009; Lv et al., 2013). Néanmoins ces deux études ont été¢ effectuées sur des panels de
génotypes comprenant 1a encore des mélanges de génotypes courts et hauts avec peu de
génotypes non sucrés de taille haute. En outre, ces deux analyses ont ét¢ menées avec des
effectifs faibles de génotypes (max =115) et de marqueurs (max = 369) ne permettant pas une

analyse fine et robuste du déterminisme génétique de la teneur en sucres solubles. Sur la base
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de ces deux études, une seule région présentant une association supportant les ajustements aux
tests multiples a été identifiée sur le chromosome 1 a proximité d’un geéne de glucose-6-
phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) (Murray et al., 2009). Plus récemment, deux études basées
sur des panels de tailles plus importantes et développés spécifiquement dans le contexte de
I’analyse de production de biomasse ont ét¢ réalisées (Burks et al., 2015; Brenton et al., 2016).
L’étude menée par Burks et al (Burks et al., 2015) a mis en évidence ’effet du géne majeur D
(Chrom 6, 51.8 Mb) sur la quantité de sucres extractibles des tiges. Ce gene D aussi appelée
« Dry Midrib ou nervure séche » controle les types de nervures qui sont des prédicteurs de la
jutosité des tiges (les nervures blanches indiquant des tiges séches tandis que les nervures vertes
correspondent généralement a des tiges plus juteuses). En complément, 5 régions
chromosomiques additionnelles ont été mises en évidence par Brenton et al 2016 (ces régions
ne comprenant pas de génes majeurs de floraison ou de nanisme) et des génes potentiellement
responsables des associations ont été¢ détectés. Néanmoins une trés large proportion de la
variabilité génétique de la teneur en sucres solubles est encore inexpliquée. A titre d’exemple
bien que 49 % des génotypes du panel de Burks et al. 2015 présentent des nervures vertes,

seules 24 % présentent I’allele « favorable » pour le gene D.

En complément des analyses entre phénotypes et diversité nucléotidique, plusieurs analyses
d’expression de geénes ont ét¢ menées pour tenter d’identifier les déterminants moléculaires
impliqués dans I’accumulation des sucres solubles (Qazi, Paranjpe and Bhargava, 2012;
Shakoor et al., 2014; Bihmidine et al., 2015; Yu et al., 2015; McKinley et al., 2016; Mizuno,
Kasuga and Kawahigashi, 2016) mais jusqu’a présent peu de liens ont été faits entre les analyses
du transcriptome et les études de génétique moléculaire. Il apparait généralement peu de
convergences entre les génes différentiellement exprimés et les régions chromosomiques
identifi¢es au travers des études QTL (en populations biparentales) et de génétique

d’association.

I1.2- Composition des parois cellulaires et digestibilités de la biomasse et
des parois

La qualité de la biomasse végétative sous forme de fourrages ou d’ensilages a fait I’objet de
nombreuses études en raison de son importance dans le contexte de 1’alimentation animale. Ces
¢tudes ont porté principalement sur :

e [’évolution de la qualité en fonction des itinéraires techniques (date de récolte, tallage...),

e les qualités nutritionnelles des variétés arrivant sur le marché
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En outre, des geénes majeurs impactant la teneur en lignine des parois cellulaires ont été
identifiés chez le sorgho (Vermerris et al., 2007; Saballos et al., 2008, 2009; Vermerris, 2011;
Saballos et al., 2012; Sattler et al., 2014) certains d’entre eux (bmr6, bmrl2 et bmr19) ayant
¢été rapidement mobilisés dans le contexte du développement de lignées a faible teneur en
lignine pour les utilisations du fourrage ou de la biomasse totale en alimentation animale
(Pedersen et al., 2008). Trois des geénes impliqués dans le controle du phénotype « Nervure
brune ou Brown midrib » ont été clonés et 5 autres sont encore a caractériser (Sattler et al.,
2014). Si ces genes constituent de formidables outils de controle des teneurs en lignines dans
la biomasse, leur utilisation en sélection a souvent été contrariée par des verses importantes des
génotypes portant les alleles mutés. Il est aussi important de noter ici, que 1) la variabilité
génétique observée pour les teneurs en lignines (Murray, Rooney, et al., 2008; Shiringani and
Friedt, 2011; Trouche et al., 2014) ne dépend pas uniquement de ces génes majeurs et ii) que
la digestibilité de la biomasse et plus largement ses propriétés structurales ne dépendent pas
uniquement des teneurs en lignines mais aussi des proportions de celluloses, hémicelluloses et
pectines dans les parois et de leurs interactions avec les lignines. Dans ce contexte, une
meilleure compréhension des régions chromosomiques contrélant la variabilité¢ des différentes
composantes de la biomasse et des propriétés de cette biomasse est nécessaire pour optimiser

la sélection de variétés devant présenter des compositions de la biomasse spécifique.

Néanmoins, malgré I’intérét du pilotage de la composition en carbohydrates structuraux et en
lignines pour I’alimentation animale, la production de bioénergie de seconde génération ou de
biomatériaux peu d’études ont été mises en ceuvre pour analyser I’architecture génétique de ces
composantes. Murray et al. (2008a), (2008b) ont été les premiers a étudier I’architecture
génétique des teneurs en carbohydrates structuraux et des lignines au sein d’une population
biparentale entre un sorgho de type grain (Btx623) et un sorgho de type sucré (Rio). Une forte
instabilit¢ des QTL entre les environnements a été observée. En outre, des déterminismes
génétiques indépendants ont été mis en évidence pour les teneurs des carbohydrates structuraux
et des lignines dans les feuilles et les tiges. Enfin comme dans le cas de 1’analyse des sucres
solubles de nombreuses colocalisations entre les QTL détectés pour les composantes des parois
cellulaires, la croissance en hauteur et la floraison ont été mises en évidence. Shiringani and
Friedt (2011) au travers de 1’analyse d’une autre population issue d’un croisement entre un
sorgho de type « grain » et un sorgho de type « sucré » sont arrivés aux mémes conclusions :

de fortes interactions G¢ depo rf__ grﬂfa/'f’com @ t¢ des QTL

détectés dans les différen nposition de
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la biomasse, croissance et floraison. Néanmoins quelques régions communes ont tout de méme

été détectées entre ces deux études.

Une troisieme analyse de cartographie génétique sur une population biparentale a été menée
par Vandenbrink et al. (2013). Contrairement aux deux études précédentes, qui s’étaient
focalisées sur des caractéres descriptifs de la composition de la biomasse (NDF, ADF, ADL) et
qui €taient ancrées sur des croisements entre des sorghos grains et des sorghos sucrés, cette
analyse a porté sur le potentiel d’hydrolyse de la biomasse lignocellulosique (un caractere
beaucoup plus intégratif) et sur I’indice de cristallinité de la cellulose (une des composantes de
I’aptitude a I’hydrolyse de la biomasse lignocellulosique) au sein d’un croisement
interspécifique entre un génotype de sorgho cultivé (Sorghum bicolor ssp bicolor) et une espece
sauvage pérenne a thizome (Sorghum propinquum). Comme dans le cas de 1’étude de Murray
et al (2008) I’analyse simultanée des feuilles et des tiges a permis de mettre en évidence des
déterminismes relativement indépendants entre les deux organes et aucun QTL commun n’a été
détecté entre I’aptitude a la conversion et la cristallinité de la cellulose. Les colocalisations entre
les études de Murray et al 2008, de Shiringani et Friedt, 2011 et de Vandenbrink et al (2013)
n’ont pas été analysées précisément. Afin d’explorer une diversité génétique plus large et
véritablement spécifique aux idéotypes « sorgho sucré — sorgho biomasse », un panel composé
de 390 accessions comprenant 152 sorghos sucrés et 238 sorghos biomasse (génotype a forte
production de biomasse mais avec une teneur en sucres solubles des tiges relativement faible)
a été mis en place (Brenton et al., 2016). L’analyse de génétique d’association effectuée pour
la teneur de la biomasse en parois cellulaires (estimée au travers du caractére NDF, Neutral
Detergent Fiber) a permis la détection de 5 régions chromosomiques indépendantes (ces 5
régions étant communes avec celle détectées pour la teneur en carbohydrates non structuraux
sur le méme panel, Cf. chapitre précédent). Les comparaisons avec les études menées dans des

populations biparentales présentées précédemment n’ont pas été menées par manque de temps.

Comme pour le métabolisme des sucres solubles, plusieurs études ont eu pour ambition
d’identifier les réseaux d’expression génique contrdlant les accumulations en carbohydrates
structuraux et en lignines dans les tiges (Shakoor et al., 2014; McKinley et al., 2016; Rai et al.,
2016). Néanmoins, comme dans le cas des sucres solubles, peu de liens solides ont été mis en
¢évidence entre les geénes différentiellement exprimés lors de 1’évolution de la composition de
la biomasse et les régions chromosomiques contribuant a la variabilité génétique des différentes

composantes de la biomasse.
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En conclusion, malgré I’'importance du pilotage de la composition de la biomasse pour les
applications classiques (alimentation animale basée sur le fourrage ou I’ensilage) et les
applications émergentes (production d’énergies renouvelables et de biomatériaux) une faible
compréhension du déterminisme génétique des composantes de la biomasse est actuellement
disponible. En complément des genes a effet majeurs (génes bmr) qui induisent souvent des
effets indésirables, quelques régions a effets relativement faibles ont été mises en évidence,

mais une tres large part de la variabilité génétique disponible est encore inexpliquée.

Dans ce contexte, afin d’affiner notre compréhension du déterminisme génétique des
composantes de la qualité de la biomasse, 29 populations issues d’un dispositif de croisement
multiparental de type Backcross NAM ont été caractérisées durant 2 ans pour leur composition
en carbohydrates structuraux, en lignines et leurs propriétés de digestibilit¢ des tiges.
L’ambition de cette étude était, en tirant parti des propriétés génétiques de ce plan de
croisement, d’identifier les zones chromosomiques impliquées dans le déterminisme génétique
de ces caracteres. Plus précisément, 1’objectif était ici de s’affranchir des limites des approches
de cartographie en population biparentale (i.e. faible diversité génétique et déséquilibre de
liaison a longue distance) et des populations d’association (faible puissance de détection dans
le cas de fréquences alléliques trés déséquilibrées) pour fournir un catalogue « générique » des
régions chromosomiques d’intérét pour le pilotage de la composition de la biomasse chez le

sorgho.

I11. Matériel et méthodes

IT1.1. Développement des populations BCNAM et dispositif expérimental

Le développement des 29 populations BCNAM utilisées dans le cadre de cette étude a été décrit
au sein du chapitre II (Partie IV). Le dispositif expérimental est le méme que celui qui a été
décrit dans le cadre de I’analyse du déterminisme génétique de la floraison et de la croissance

en hauteur au sein du chapitre II.

II1.2. Caractérisation de la composition des tiges

En complément des caractérisations agromorphologiques qui ont été présentées au sein du
chapitre II, la qualit¢ de la biomasse de I’ensemble des familles des 29 populations a été

caractérisée. Le protocole utilisé pour ces caractérisations est décrit ci-dessous.
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Figure IV-1 : Echantillons de tiges des familles BCNAM séchées a ’air libre (a) et sous-échantillons de
5 tiges / famille aprés broyage grossier (b) suivi d’un broyage plus fin avec un tamis de 1 mm (c).



I11.2.1. Préparation des échantillons de tiges

Pour I’ensemble des populations BCNAM, les 5 plantes caractérisées en termes
agromorphologiques dans chacune des familles BC1F4 ont été conservées pour analyser la
composition biochimique des tiges. Les feuilles (y compris les gaines) les pédoncules et les
panicules de chaque plante individuelle ont été enlevées. Ces lots de 5 tiges ont été séchés a
I’air libre (Figure IV-1a) et a ’abri des précipitations en vue d’un pré-broyage grossier suivi
d’un broyage fin. Une des raisons a I’application de cette technique réside d’une part dans le
nombre ¢levé d’échantillons (>1200) qui ne permettait pas d’envisager un broyage direct juste

apres la récolte, et d’autre part dans le nombre trop réduit d’étuves disponibles (une seule).

Aprées un temps de séchage conséquent (i.e. de 3 a 4 mois), qui a permis d’atteindre un taux
d’humidité de la matiere séche d’environ 10%, un pré-broyage grossier de chaque lot de 5 tiges
par famille a été effectué a I’aide d’un broyeur a compost (VIKING GE335). Aprés le broyage,
un échantillon de 200 grammes (Figure IV-1b) a été prélevé et le séchage a été finalisé a I’étuve
(60 °C) dans des sacs en moustiquaire. Un second broyage plus fin a ensuite ét¢ effectu¢ a I’aide
d’un broyeur avec un tamis a 1 mm (SM100, Retsch, Haan, Germany). La poudre obtenue
(Figure IV-1c) était ainsi compatible avec les analyses biochimiques présentées ci-dessous et
I’utilisation de calibrations en spectrométrie proche infra-rouge qui ont été¢ développées au sein

de ’'UMR SELMET du CIRAD.

111.2.2 Caractérisation de la composition biochimique et la valeur
alimentaire des tiges

La caractérisation des tiges (composition biochimique et valeur alimentaire) provenant de
I’ensemble des familles BCNAM a été effectuée grace a I'utilisation de la spectroscopie en
réflectance dans le proche infrarouge (SPIR ou NIRS : Near Infra Red Spectroscopy). Cette
méthode analytique basée sur 1’absorption des rayonnements infrarouges (longueur d’onde
supérieure a celle du spectre visible) par la mati¢re organique, est une technique rapide et non

destructive.

La prédiction de la composition biochimique et de la valeur alimentaire des tiges grace aux
mesures indirectes issues de la SPIR comprend 3 étapes : I’acquisition de données de référence,

le développement d’équations de calibration et enfin la prédiction.

En amont du développement des calibrations SPIR qui ont été utilisées pour effectuer les
prédictions sur I’ensemble des échantillons, des mesures de références ont été effectuées sur un

premier jeu d’échantillons. Ces: ¢chantillons de réferences- correspondent ‘d’une part a des
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¢chantillons de tiges analysés dans le cadre de projets précédents et a d’autre part a des
¢chantillons de la population BCNAM qui ont été sélectionnées sur la base de leurs
caractéristiques spectrales. Les analyses de référence correspondant aux parametres suivants
ont été réalisées :

= Teneur en Matiere minérale (MM)
La teneur en matiére minérale (cendres) représente les résidus inorganiques restants apres
extraction complete de 1’eau et de la matiere organique. Elle est déterminée par calcination de

I’échantillon a 550°C pendant 4 heures selon les normes de 1I’Association Frangaise de

Normalisation (AFNOR, 1977, AFNOR, 2009).

= Teneur en Matiere azotée totale (MAT)
La teneur en protéines brutes ou matiere azotée totale a été déterminée en utilisant la méthode
standard de détermination de la teneur en azote (N) de Kjeldhal (Séez-Plaza et al., 2013). Cette
méthode de mesure est largement utilisée pour la détermination des protéines dans le domaine
de I’alimentation humaine et animale. La teneur en protéines brutes du produit est obtenue en
multipliant la teneur en azote total (fraction organique et inorganique) par un coefficient de
conversion de 6.25 (cas du fourrage). Cette teneur en exprimées en pourcentage de la maticre

seéche (%oMS).

» Teneur en Cellulose brute de Weende (CBW)
La détermination de la teneur en cellulose brute ou teneur en fibre de 1’échantillon a été réalisée
conformément aux normes internationales (AFNOR, 2002). C’est une ancienne méthode
d’analyse qui donne une estimation de la teneur en fibre globale de 1’échantillon (cellulose,
hémicellulose, lignines...). Il faut noter que lors du processus de mesure, une partie des
hémicelluloses et des fibres solubles sont supprimées (portions non estimées). La teneur en

CBW est exprimée en pourcentage de mati¢re seche (%MS).

= Teneurs en constituants pariétaux selon la méthode de Van Soest : NDF, ADF et ADL
Les fibres représentent 1’'une des principales composantes la biomasse végétale et de ce fait
contribuent largement a 1’alimentation des animaux qui est son utilisation la plus classique.

Elles constituent la fraction de I’aliment la plus difficile a digérer.

Les teneurs des différentes fractions des fibres : les fibres insolubles dans les détergents neutres

(NDF), les fibres insolubles dans les détergents acides (ADF), et la lignine (ADL), ont été
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estimées selon la méthode de Van Soest et al. (Van Soest and Wine, 1967; Van Soest,Robertson

and Lewis, 1991) conformément aux normes internationales AFNOR (AFNOR, 2006, 2008).

- La fraction de fibres insolubles dans les détergents neutres ou Neutral Detergent Fiber
(NDF) comprend toutes les composantes des parois cellulaires (cellulose, hémicellulose
et lignine) a D’exception de certaines pectines. Le NDF correspond a la fraction
organique (sans les cendres) de 1’aliment dont seulement une partie est digestible par

les animaux.

- La fraction insoluble dans les détergents acides ou Acid Detergent Fiber (ADF),
correspond a la fraction la moins digestible et est considérée par Van Soest comme étant
a peu prés équivalente a la cellulose brute et a la lignine. L’ADF constitue un bon
indicateur de la capacité de 1’animale a digérer le fourrage, plus la teneur en ADF

augmente et plus la digestibilité du fourrage diminue.

- Enfin, la lignine ou Acid Detergent Ligin (ADL) représente la fraction du NDF
totalement indigestible. Cette méthode de détermination de la teneur en lignine sous-
estime la concentration réelle de la lignine. La lignine représente 1’une des composantes
majeures des parois cellulaires (apres la cellulose et hémicellulose) et constitue le
principal facteur influencant sa digestibilité. Par contre, d’un point de vue structural, la

lignine confere force et rigidité aux parois cellulaires.

A partir de ces 3 parametres, les teneurs en cellulose et en hémicellulose ont été calculées grace

aux formules suivantes :
e Teneur en hémicellulose Van Soest : Hemi = NDF — ADF (en % de MS)
e Teneur en cellulose Van Soest : cvs = ADF — ADL (en % de MS)

Ces différentes estimations (NDF, ADF, ADL, cellulose VS, hémicellulose VS) sont fortement
corrélées en raison de leur mode de mesure, de calcul et leurs unités (% de MS). Afin de
caractériser les teneurs relatives en cellulose, hémicellulose et lignine des fibres (NDF), les

parametres suivants ont donc été calculés :

e Teneur relative des fibres en cellulose :

ADF—-ADL
NDF

celSndf = [ ] %100 (en % NDF)
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e Teneur relative des fibres en hémicellulose :

NDF-ADF
NDF

hemiSndf = [ ] %100 (en % NDF)

e Teneur relative des fibres en lignines :

adlSndf = [ﬂ « 100 (en % NDF)

NDF

e Teneur en cellulose brute de Weende ajustée a la teneur en parois :

CBW
NDF

cbwSndf = * 100 (en % NDF)

Ce calcul permet de mettre en évidence les différences entre CBW et le NDF qui représentent
normalement toutes deux quasiment le méme caractere (quantités de parois cellulaires). Il est
probable que ce rapport mette principalement en évidence les différences d’estimations des

hémicelluloses entre ces deux parameétres.

La solubilité de la biomasse (ou digestibilité) a été déterminée selon la méthode de Aufrére et
al (Aufrere et al., 2007). Cette méthode enzymatique, basée sur la digestion par pepsine-
cellulase permet de prédire la solubilité de la matiere organique in vitro (SMO appelée In Vitro
Organic Matter Digestibility (IVOMD) en anglais) et la solubilité de la mati¢re seche in vitro
(SMS, appelé In Vitro Dry Matter Digestibility (IVDMD) en anglais).

A partir de ces valeurs de solubilité de la matiere organique (SMO), et connaissant la teneur en
matiere minérale (MM) de I’échantillon, la digestibilit¢ de la portion NDF (in-vitro NDF
digestibility: IVNDFD) est calculée en faisant 1’hypothése que la partie non NDF de

I’échantillon est complétement digestible :
IVNDFD = 100x(SMO — ((100 — MM) — NDF))/NDF

En amont de ce projet de thése, une bibliotheque de données de de référence (comprenant
environ 500 échantillons pour les différents parameétres) était déja disponible (Tableau IV-1) au
niveau de 'UMR SELMET (https://umr-selmet.cirad.fr/). En complément, afin de s’assurer de
I’adéquation des calibrations au matériel végétal analysé dans le cadre de la thése, de nouvelles
analyses de références ont été effectuées sur une centaine d’échantillons issus des différentes
populations de cette étude (ces derniers ayant été sélectionnés sur la base de leur signature
spectrale en proche infrarouge). Par ailleurs, ces 100 échantillons de calibration sont les méme

que ceux utilisés pour la prédiction des 35 génotypes parentaux (cf. chapitre III).
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Tableau I'V-1: Propriétés des modeles de prédiction pour les différents caracteres analysés

Collection analysée Calibration Validation
Caractére® N Moy SD CV % SEC R2cal SECV R2val RPD
MS 523 9345 195 2.09 0.54 092 0.61 090 3.2
MM 517 441 2.65 60.14 0.55 096 0.68 094 3.9

MAT 518 3.73 221 593 043 096 0.5 095 44
CBW 515 37.74 6.84 18.14 1.02 098 1.17 097 359

NDF 455 68.77 109 1585 136 098 157 098 6.9
ADF 461 41.66 858 20.61 124 098 141 097 6.1
ADL 463 6.46 2.56 39.58 0.56 095 0.66 094 3.9
SMS 467 38.48 12.33 32.04 1.69 098 191 098 6.5

SMO 463 36.47 12.16 33.34 1.74 098 1.9 0.98 6.4

AMM : Matiére Minérale, MAT : Matiére Azoté Totale, CBW : Cellulose Brute de Weende, NDF :
Neutral Detergent Fiber, ADF : Acid Detergent Fiber, ADL : Acid Detergent Lignin, SMS : solubilité
de la matiere seéche, SMO : solubilité de la matiére organique.




1I1.2.3. Acquisition de spectres des échantillons de tiges

Les acquisitions de spectres ont été réalisées a I’aide d’un spectromeétre proche infrarouge
(Tango Bruker Optics, Hong Kong Ltd) a transformée de Fourier. Le principe est basé sur
I’absorption du rayonnement (infrarouge) par les molécules organiques de 1’échantillon a
différentes longueurs d’onde. Lors du processus, I’échantillon est éclairé a différentes longueurs
d’onde, et a chacune de ces longueurs d’ondes, les molécules organiques contenues dans
I’échantillon absorbent la lumiere (les ondes infrarouges) en émettant un signal. Ce signal

constitue donc le spectre de I’échantillon.

Au total, 4794 échantillons provenant des 29 populations BCNAM ont été caractérisés en SPIR.
Chaque échantillon a été « scanné » a 2 nanometres d’intervalle dans des longueurs d’ondes
allant de 400 a 2500nm. Chaque échantillon a été scanné deux fois et les spectres obtenus ont
¢été moyennés (lorsque la variabilité entre les spectres était trop importante, deux nouvelles

prises de spectres ont été réalisées).

111.2.4. Développement des calibrations

Les équations de prédictions des parameétres analytiques ont été définies sur la base d’un modele
de régression linéaire. Ces modeles de calibration sont caractérisés par un écart-type résiduel
de calibration (SEC : standard Error of Calibration) et un coefficient de détermination (Rcal®).
Les précisions des modeles de prédictions ont ensuite été évaluées sur une collection de
validation grace aux parametres suivants : 1’écart-type résiduel de la validation croisée (SECV :
standard error of cross validation), le coefficient de détermination sur la collection de validation
(R?val) et le rapport entre la variabilité de la population et la précision de la calibration (RPD :
ratio performance/validation) (Tableau IV-1). Ces mode¢les de calibrations ont été utilisés pour
prédire les valeurs des caracteéres sur les populations analysées. Méme dans le cas ou les
¢chantillons ont été analysés avec les méthodes de référence, ce sont les données prédites qui

ont été utilisées pour les analyses.

II1.3. Analyse des données phénotypiques

Les données de composition et de digestibilit¢ de la biomasse, obtenues sur les essais des
saisons normales de culture 2014 et 2015, ont subi une premiére étape de vérification des
données (distribution et corrélations inter-caractéres). Les calculs des statistiques de base
(moyenne, écart-type et coefficient de variation phénotypique) ont été effectués sur chacune

des variables obtenues dans les deux environnements de culture.
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Les moyennes ajustées pour chaque famille BC1F4 ont été calculées sur les données brutes
collectées sur les 1092 (essai 2014, 26 populations) et 1275 (2015, 25 populations) familles
BC1F4 analysées dans le dispositif « global » en prenant en compte les dispositifs en blocs
augmentés. Trois autres populations BCNAM ayant été caractérisées dans des dispositifs
différents ont été analysées séparément. Pour la population BC06 un ajustement prenant en
compte le dispositif en blocs augmentés a ét¢ effectué tandis que pour les deux autres
populations (BCO03 et BC010) les données ont été ajustées en prenant en compte les dispositifs

en split splot au sein desquels elles étaient intégrées.

Les corrélations entre les deux années ont été calculées afin d’évaluer la stabilité des données

entre les deux années.

Une premiére analyse de variance (mod¢le 1) a été réalisée sur chaque essai afin d’estimer les
effets génétiques et résiduels sur chaque caractére en se basant sur les valeurs collectées sur les

génotypes témoins qui sont répétés dans I’essai :

Y;; = p + Pi + Bj + eij (Modele 1)

Avec Yjj . la valeur phénotypique mesurée sur le génotype 1 dans le bloc j ;
u : la valeur moyenne de la population,
Pi et Gi indiquent les effets de la variété témoin i et du génotype (famille) i’ respectivement,
B; : effet du bloc j,
A; : effet de I’année j, et
ej : la résiduelle du modeéle.
Sur la base des résultats d’Anova (1), la répétabilité des différents caractéres a été estimée dans
chaque environnement (année) a partir des valeurs obtenues sur les génotypes témoins selon la
formule suivante :
___ 0%

PR+ od)
Avec 6”6 = 1/k (CMg - CMr) ou k représente le nombre de répétitions de chaque génotype
(témoin) dans 1’essai (k=76) pour les essais de 2015 et 2014 ;
CMg : correspond aux carrées moyens génotypiques et
o°r = CMr: indique le carré moyen résiduel
Une seconde analyse a été effectuée sur les 1007 familles communes aux deux années

d’expérimentation, en utilisant le modéle linéaire mixte suivant :
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Yii = u+ Aj+ Gi+ eij (Modeéle 2)

Ou Yjjest la valeur phénotypique mesurée sur la famille 1 dans I’année j;
u : est la moyenne générale de la population,

Aj correspond a ’effet de I’année j déclaré en effet fixe,

Gi : I’effet aléatoire de la famille i et

eij : la résiduelle du modeéle.

A partir des résultats du modele (2), une estimation de la variabilité environnementale a été
réalisée et les effets génétiques (Best linear unbiased predictors : BLUP) de chaque famille ont

été extraits.

Sur la base des résultats du modele (2), les coefficients de variation phénotypique (CVP%) et

génotypique (CVG%) ont été calculés selon les formules ci-dessous :

CVp = ’aﬁ/i * 100

CVg = [oZ/% *100

Avec 0 3 : la variance phénotypique o Ig = O'é + CMe ;

Ou O'Gz : représente la variance génotypique : 0'(? = (CMg - CMe) /k

Avec CMg et CMe : les carrés moyen génotypique et résiduel ; et

k : le nombre de répétition de 1’essai.

Enfin, connaissant les variances phénotypiques O 3 et génotypiques O'Gz, I’héritabilité au sens

large (h3,) a été calculée selon la formule suivante :
2.2
hi=0¢/op

Les corrélations intra-caractére (inter-années) et inter-caracteéres (intra-année) ont été calculées
sur la base des valeurs ajustées obtenues sur chaque famille pour chaque année de culture.

Les données moyennes ajustées obtenues sur chaque essai pour chacune des variables, ainsi
que les Blup obtenus pour chacune des 1007 familles communes aux deux essais ont été

utilisées pour les analyses de génétique d’association.
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I11.4- Identification des zones chromosomiques impliquées dans le controle
génétique de la composition de la biomasse

Suite au génotypage de I’ensemble des familles BC1F4 (Chapitre II), les associations entre la
variabilité des polymorphismes mis en évidence et les données phénotypiques ont été détectées
en utilisant le modé¢le linéaire mixte incorporé dans le package NAM développé par (Xavier et
al., 2015) et implémenté dans le logiciel R. Un taux de faux positif de 1% correspondant a une
valeur de -log;o p-value de 2 a été utilisé comme valeur seuil pour déclarer les associations
« significatives ». Ce seuil faible a été choisi afin de privilégier la découverte de régions
intéressantes plutot que I’élimination de faux positifs. La méme stratégie « conservative » a été
adoptée par Mace et al (2013). En effet, ’objectif de notre analyse n’était pas de valider les
régions mais bien de les découvrir pour pouvoir les comparer a la bibliographie puis dans un
second temps se focaliser sur les associations les plus stables (dans le temps et entre études).
En outre, cette stratégie est cohérente avec le fait que les génes causatifs ne sont pas forcément
sous les pics d’association les plus forts comme cela a été montré par simulation (Cormier et
al., 2014). Les SNP proches physiquement (distance < a 50 Kb) et présentant des associations

significatives avec les caracteres ont été considérés comme définissant un QTL unique.

IV. Résultats

IV.1. Variabilité des caractéres et héritabilités

Au niveau intra-essai, des répétabilités élevées ont été mises en évidence sur les 2 années
d’expérimentation (de 0.77 a 0.99, Tableau IV-2) indiquant une faible variabilité¢ expérimentale
entre les blocs et des différences génétiques stables entre les génotypes témoins analysés.
L’analyse simultanée des 2 années d’expérimentation (pour les 1007 familles communes aux 2
essais) a mis évidence des effets « familles » et « années » fortement significatifs (P<0.0001)
pour tous les caractéres. Les effets « année » importants qui ont été mis en évidence reflétent
probablement les effets combinés du décalage des dates de semis (14 jours) et des différences

de conditions environnementales (Figure IV-2) entre les 2 années.

Les effets génétiques fortement significatifs sont associés a des héritabilités au sens large de
0.14 (pour ADL) a 0.52 (pour cbwSndf) et des coefficients de variation génétique dans leurs

majorités inférieures a 10 % (seule la teneur en maticre azotée totale dépasse les 20 %).
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Figure IV-2 : Evolutions des précipitations et des températures pour les deux expérimentations mises en
place sur le site de Sotuba au Mali. L’année 2015 est caractérisée par un déficit de précipitations
important pour les mois de Juin et Juillet.

IV.2. Corrélations entre les années et entre les caractéres

Les mémes structures de corrélations entre les caractéres ont été mises en évidence pour les
deux années d’expérimentation (Tableau IV-3). CBW, NDF ADF, CVS et Hemi sont tres
fortement corrélés entre elles (>0.8), tandis qu’elles présentent des corrélations négatives (< -
0.9) avec les solubilités de la matiére séche (SMS), de la matiere organique (SMO) et des parois
cellulaires (IVNDEFD). Le calcul des proportions des composantes de parois cellulaires met en
¢vidence, une corrélation négative entre les teneurs en cellulose (cvsSndf) et en hémicellulose
(hemiSndf) tandis que les teneurs en cellulose (cvsSndf) et en lignines (adlSndf) sont
indépendantes. La digestibilité¢ des parois, est quand a corrélée négativement aux teneurs en
cellulose (cvsSndf) et en lignines (adlSndf) des parois et positivement a la teneur en
hémicellullose (hemiSndf). Ces corrélations correspondent a celles publiées précédemment
(Trouche et al., 2014).

Si une convergence de structure globale des corrélations a été observée entre les deux années,
en revanche pour I’ensemble des caractéres analysés, les corrélations inter-annuelles sont

faibles (1‘20104_2015 <035) (Tableau IV-3).
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Tableau IV- 4 : Nombre d’associations détectées pour chaque caractére mesuré dans les
différents environnements de culture au sein des 29 populations BCNAM.

Variables Nombre d'associations Nombre d’associations

présentant des LOD présentant des LOD
compris entre 2.64 et 8 supérieurs a 8
MAT 8 2
CBW 8 0
NDF 6 0
ADF 6 0
ADL 6 8
Ccvs 5 0
hemi 14 0
cbwSndf 1 1
cvsSndf 6 0
hemiSndf 14 0
adlSndf 4 1
SMS 4 1
SMO 5 0
IVNDFD 6 1

Tableau IV-5 : Caractéristiques des 14 zones chromosomiques présentant des associations avec
des valeurs de LOD supérieures a 8. Ces zones ont été détectées a minima sur la base des valeurs
de blup inter-annuelles.

Variables Chr Pos(Mb)* LOD Association(s) déja détectée(s)
MAT 1 1.92 10.51
ADL 2 69.76 9.78
ADL 3 6.86 8.83
ADL 3 61.32 8.85
ADL 3 70.30 12.09

Dry Midrib » : Xu et al., 2000, Hart et al., 2001,

SMS 6 >1.60 8.48 Srinivas et al., 2009, Burks et al., 2015
cbwSndf 7 55.45 14.25
IVNDFD 7 58.59 8.81 Hauteur : Rami et al., 1998, Parh, 2005, Brown et al.,
adlSndf 7 58 68 835 2008, Morris et al., 2013, Higgins et al., 2014

ADL 7 60.20 16.01

ADL 8 49.99 45.01

MAT 8 54.80 8.05

ADL 9 49.46 11.76

ADL 9 56.71 15.27

A Position du SNP présentant la valeur de LOD la plus élévée. Cette position est basée sur la version 2.1 du
génome du sorgho.



IV.3. Détection des zones chromosomiques impliquées dans le controle

génétique de la composition biochimique des tiges et de leur digestibilité.

Pour I’ensemble des caracteres analysés, 394 associations présentant des LOD compris entre
3.26 et 45.01 ont été mises en évidence en considérant tous les environnements (201 zones
détectées en 2014, 86 pour 2015 et 107 associations pour les Blup issus de 1’analyse des deux
années d’expérimentation). Ces associations correspondent a 378 zones chromosomiques
uniques (Annexe 5). La figure IV-3 montre une représentation graphique « Manhattan plot »
des différentes régions génomiques associées a la variation des caractéres relatifs a la

composition biochimique des tiges évaluée dans les environnements de culture 2014 et 2015.

Les 107 associations détectées sur les données BLup correspondent a 68 régions uniques (les
SNP distants de moins de 50 kb ayant été fusionnées). Parmi ces dernieres, 12 ont aussi été
détectées sur une des deux années. Dans la majorité des cas, les valeurs de LOD observées pour
les blup sont supérieures a celles observées pour les données annuelles. Dans la suite du
document, seules les régions chromosomiques détectées au moins sur les données blup ont été

considérées.

En fonction des caractéres, des nombres variables de zones ont été¢ mises en évidence (Tableau
IV-4). Les teneurs en hémicellulose dans la mati¢re séche (hemi) et dans les parois (hemiSndf)

sont les caracteres pour lesquels les plus grands nombres de zones ont été mis en évidence (14).

Avec des valeurs de LOD compris entre 3.5 et 6.95, seulement entre 0.01 et 0.11 % de variation

phénotypique sont expliquées par ces deux caracteres (Annexe 5).

Par ailleurs, aucune zone chromosomique a effet majeur n’a été détecté pour ces variables de

teneurs en hémicellulose dans la matiére séche (hemi) et dans les parois (hemiSndf).

Quatorze régions chromosomiques présentant des valeurs de LOD supérieures ou égales a 8 ont
¢té détectées (Tableau IV-5). Ces associations concernent les variables de teneurs en maticre
azotée totale (MAT : 2 QTL) ou teneur en protéines brutes, des teneurs en lignine des parois
/fibres (ADL :8 QTL et adlSndf : 1 QTL), de teneur en cellulose brute par rapport aux fibres
(cbwSndf: 1QTL), de solubilité de la mati¢re seche (SMS : 1 QTL) et de digestibilité des parois
(IVNDFD : 1 QTL). Parmi ces zones, seulement deux sont contigués (87 kb de distance).

La plus forte association significative a été obtenue pour la teneur en ADL (LOD= 45) sur le

chromosome 8 a 49 Mb et explique 0.7 % de variation phénotypique associé a ce caractere.
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Sur les 68 régions uniques mises en évidence, 44 concernent uniquement un caractére, tandis
que les autres (24) correspondent a des zones ou des associations entre des caracteres différents

sont mises en évidence.

La comparaison des zones impliquées dans le contrdle génétique de la composition de la
biomasse et de celles détectées pour la durée du cycle et la longueur moyenne des entre-nceuds
(Chapitre II) sur le méme dispositif expérimental a permis de mettre en évidence 4 zones de co-

localisation ;

e Chr 3, 51.3 Mb : cvsSndf et SFD (durée du cycle entre le semis et la feuille drapeau),
e Chr7 55.2 : cvs, NDF, cvsSndf et longueur moyenne des entrenoeuds,

e Chr7 55.4 Mb : cbwSndf, Ivndfd et longueur moyenne des entrenoeuds,

e Chr956.7: MAT, ADL, Hemi, cvsSndf, hemiSndf et longueur moyenne des entrenceuds

Une distance minimale de 50 kb a été considérée pour déclarer une colocalisation. Il est
intéressant de remarquer que les zones correspondant au chromosome 7 (entre 55.2 et 55.4 Mb)
ont déja été détecté par ailleurs pour leurs effets sur la croissance en hauteur (Rami et al., 1998,

Parh, 2005, Brown et al., 2008, Morris et al., 2013, Higgins et al., 2014).
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V. Discussion : Une meilleure compréhension de D’architecture
génétique de la qualité de la biomasse

La grande majorité des analyses ayant porté sur I’analyse de la composition de la biomasse
végétative ont été focalisées sur la composante « sucres solubles » (Murray, Sharma, et al.,
2008; Ritter et al., 2008; Shiringani, Frisch and Friedt, 2010; Shiringani and Friedt, 2011; Burks
et al., 2015). Ces études ont notamment mis en évidence, I’importance de la zone comprenant
le géne D (Dry Midrib ou nervure séche), située aux alentours de 51 Mb sur le chromosome 6,
dans le controle génétique de ce caractére (Xu et al., 2000; Hart et al., 2001; Srinivas et al.,
2009). Cette méme région a été mise en évidence au sein de la population BCNAM qui a été
analysée dans le cadre de cette étude avec des associations fortes (LOD >8 sur les données
Blup) avec la solubilité de la mati¢re organique (SMO) qui est trés liée aux proportions de
sucres solubles et de carbohydrates parié¢taux dans la biomasse. En outre, cette méme région a
aussi été détectée au sein d’un panel d’association de 175 génotypes non sensibles a la
photopériode (David Pot, communication personnelle). Au sein de la région mise en évidence,
3 geénes présentent des fonctions compatibles avec une implication possible dans le controle

génétique de la jutosité et de la teneur en sucres ont été identifiés :

e Sobic.006G143900 : est un impliqué dans le transport des sucres
e Sobic.006G145400 : est impliqué dans ’hydrolyse des O-glycosyl
e Sobic.006G145500 : présente une annotation fonctionnelle en lien avec le

métabolisme des carbohydrates

Une analyse plus fine de la décroissance du déséquilibre de liaison dans la zone doit étre menée
afin de tenter d’affiner les zones d’intérét. En outre, I’analyse précise des haplotypes présents
au sein des parents du dispositif BCNAM ainsi que leur phénotypage plus précis pourra

permettre de préciser I’implication des différents génes.

Outre, cette région du géne D, Brenton et al. (2016), au travers d’une analyse de génétique
d’association sur un panel composé de 390 accessions de génotypes a fortes productions de
biomasse, ont mis en évidence 5 régions additionnelles impliquées dans le controle des teneurs
en carbohydrates structuraux (NDF) et non structuraux (NFC). Ces cinq régions sont situées
sur le chromosome 4 (entre 63.30 — 63.34 Mb) et sur le chromosome 6 (entre 43.20 et 49.78
Mb). Bien que la zone sur le chromosome 6 soit relativement proche de celle mises en évidence
au sein de notre étude et des précédentes (zone du gene D), la décroissance du déséquilibre de

liaison observée dans cette région indique que ce sont des régions indépendantes.
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Sur les populations BCNAM aucune association (détectée sur les valeurs de Blup) n’a été mise

en évidence a proximité de ces 5 régions détectées par Brenton et al (Brenton ef al., 2016).

En parallele des études ciblant I’accumulation de sucres solubles dans les tiges, seules deux
¢tudes ont exploré le déterminisme génétique des carbohydrates structuraux chez le sorgho.
Murray et al en 2008 (Murray, Rooney, et al., 2008) ont analysé le déterminisme génétique de
ces composés dans les tiges et les feuilles d’une population biparentale issue du croisement
entre un sorgho grain (Btx623) et un sorgho sucré (Rio). Ces derniers ont mis en évidence une
déconnexion entre les déterminismes génétiques de 1’accumulation de ces composés dans les
tiges et les feuilles et de nombreuses colocalisations avec des zones impliquées dans le controle
de la floraison, de la hauteur des plantes et le tallage. En outre, comme mentionné
précédemment, la méme équipe coordonnée par Stephen Kresovich a étendu la base de diversité
génétique explorée en effectuant une étude de génétique d’association sur un panel de 390
génotypes sélectionnés pour leur aptitude a la production de biomasse (Brenton et al., 2016).
Néanmoins, dans le cadre de cette étude, seule la teneur globale en fibres totales (NDF) a été
analysée et seules des zones communes avec celles détectées pour la teneur en sucres solubles

(NDF) ont été mises en évidence (voir ci-dessus).

L’étude présentée ici, basée sur la caractérisation d’environ 1200 familles BC1F4, a permis la
mise en évidence de 68 régions uniques impactant la composition biochimique de la tige et ses
propriétés de digestibilité. Parmi celles-ci quatre co-localisent avec des régions impliquées dans
le contrdle de la hauteur des tiges et la durée du cycle qui ont été mises en évidence au sein du

chapitre II sur le méme dispositif :

e Chr 3, 51.36 Mb : détection d’une association pour cvsSndf (LOD = 3.64) et
colocalisation avec une association pour la durée du cycle semis floraison (LOD =

16.03),

e Chr7,55.19 — 55.20 — 55.45 Mb détection de deux associations pour cvsSndf (Chr7,
55.20, LOD = 12.145) et pour cbwSndf (Chr 7, 55.45 Mb, LOD = 14.25) qui
colocalisent avec une association pour la longueur moyenne des entre-nceuds (LOD =
38.14). Cette région chromosomique avait déja été mise en évidence par d’autres auteurs

pour présenter des effets sur la hauteur des plantes (Rami et al., 1998, Parh, 2005, Brown

et al., 2008, Morris et al., 2013, Higgins et al., 2014),
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e Chr9, 56.71 Mb : détection d’une association pour ADL (LOD = 15.27) qui colocalise
avec une région impliquée dans le contrdle de la longueur moyenne des entre-nceuds

(LOD =4.3).

Si il semble clair que les zones détectées sur le chromosome 3 et le chromosome 7
correspondent bien a des effets pléiotropiques de geénes de maturité (Chr3, 51.36 Mb) et de
nanisme (Chr 7, 55.19 — 55.20 Mb) en raison des valeurs tres €levées de LOD pour ces deux
caracteres, la valeur de LOD observée pour la teneur en lignine de la matiére seche sur le
chromosome 9 qui est largement supérieure a celle observée pour la longueur moyenne des

entrenoeuds nous amene a ne pas écarter trop rapidement cette zone.

De fagon plus globale, le faible taux de colocalisation entre les zones associées avec les
caractéres de croissance, de cycle et de composition de la biomasse laissent penser que la
plupart des régions détectées correspondent bien a des effets directs de génes impliqués dans la

biosynthéese des différents composés de la biomasse.

L’analyse des colocalisations entre les QTL détectés par Murray et al (2008) et les associations
détectées sur la base des valeurs de blup des 2 expérimentations du dispositif BCNAM a mis
en évidence une zone de colocalisation sur le chromosome 3 (Figure IV- 4). En effet, la zone
localisée a 33 Mb (= 72 cM) ou a été détecté un QTL de teneur en ADL (Murray, Rooney, et
al., 2008) comprend aussi dans notre étude des associations avec CBW (LOD = 6.09), NDF
(LOD =5.97), ADF (LOD = 5.32), CVS (LOD = 7.29) et SMO (LOD = 6.64). Sur la base des
valeurs de LOD et en prenant en compte les fortes corrélations existant entre ces caracteres, il

est probable que cette zone controle principalement la teneur en cellulose des tiges.

Néanmoins il est important de souligner ici, qu’en réduisant les critéres de sélection des
associations significatives (prise en considération des associations détectées uniquement sur
une des deux années d’expérimentations) de plus nombreuses zones en commun entre les deux

études existent. On peut notamment citer ici :

e Chr7:63 Mb: QTL de NDF mis en évidence par Murray et al 208 et association pour

la teneur en hémicellulose détectée au sein de I’essai 2014 (LOD =4.39),

e Chr8: 18 Mb: QTL d’ADL mis en évidence par Murray et al 2008 et associations pour
CBW, NDF (LOD=9.3), ADF (LOD = 6.32), ADL (LOD = 6.32), CVS (LOD=5.91) et
Hemi (LOD = 9.48) détectées sur le dispositif BCNAM en 2014,
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Figure IV-5 : Evolution du niveau d’expression du géne Sobic.003G391600 au cours du développement
de deux entrenceuds (A : entrenceud 12, B : entrenceud 16) situés a deux niveaux différents sur la tige
(base et milieu respectivement). Le stade D1 correspond au stade d’élongation de 1’entrenceud 12 (le
plus bas) et le stade D5 correspond au stade de maturit¢é du grain (tige complétement mature).
L’expression du géne a été analysée au sein de deux conditions d’alimentation hydrique (irriguée en
rouge et alimentation hydrique limitée en bleu) pour un hybride commercial (Biomass140, Hercules de
Semences de Provence) de type Biomasse durant une année de culture en conditions tempérées (INRA
Mauguio, France).
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e Chr9:41 Mb: QTL d’hémicellulose détecté par Murray et al 2008 et associations pour
NDF (LOD= 4.34), cwSndf (LOD=14.61), CVS (LOD= 5.83), cvsSndf (LOD=29.87),
Hemi (LOD=6.8), HemiSndf (LOD=6.606) mises en évidence sur le dispositif BCNAM
en 2014.

En ce qui concerne plus spécifiquement les 8 zones détectées avec des LOD supérieurs a 8 pour
les teneurs en lignine de la mati¢re seche, aucune colocalisation avec les mutants bmr pré-
identifiés n’a ét¢ mise en évidence (Saballos et al., 2009, 2012; Sattler et al., 2014). En
revanche, un géne codant pour une protéine présentant une forte homologie avec une « 4-
coumarate:coenzyme A ligase » (Sobic.003G391600) est localisé a proximité (3 kb) de la
région du Chromosome 3 (70.3 Mb) présentant une association avec la lignine (LOD = 12.09).
Ce gene présente une expression maximale dans les premiers stades du développement des
entrenoeuds qui diminue ensuite pour étre quasiment non détectable a partir du stade D4 (Figure
IV-5, communication personnelle Angélique Berger). En étant encore bien loin d’une validation
de I’'implication fonctionnelle de ce géne dans le contrdle de I’accumulation des lignines, il est
intéressant de remarquer que ce profil est en relatif accord avec 1’expression importante de la

teneur en lignines entre les stades D1 et D3 (Figure IV- 6).

Une analyse systématique des propriétés des génes sous-jacents aux régions détectées sera
nécessaire pour proposer des génes candidats qui pourront ensuite étre ciblés pour des études
de validation fonctionnelles. Outre leurs profils d’expression au cours du développement de
I’entrenceud, il sera notamment intéressant de regarder leur profil de diversité génétique (types

de polymorphismes, nombre et fréquences des haplotypes).

Chapitre IV 165



Chapitre V. Discussion générale et perspectives

La présente étude avait pour objectif d’améliorer notre compréhension des déterminants
génétiques de la production et de qualité de la biomasse végétative chez le sorgho. La
production de biomasse est sous la dépendance de 3 facteurs principaux : la durée du cycle (qui
conditionne le nombre d’entre-nceuds), le nanisme (qui conditionne la taille individuelle des
entre-nceuds) et le tallage (composante qui ne sera pas développée dans cette étude). La qualité
de la biomasse végétative quant a elle, est influencée par la teneur en sucres solubles des tiges
(c’est en effet la tige qui contribue le plus a la biomasse végétative du sorgho dans le cas des
idéotypes moyens a hauts (>2m)) et par la composition et la structure des parois cellulaires
(teneurs en lignines, cellulose et hémicellulose). Une meilleure compréhension de la mise en
place de ces caracteres et plus précisément de leur déterminisme génétique devrait permettre

d’optimiser les stratégies de sélection visant la valorisation de la biomasse végétative.

Dans ce contexte, cette thése avait pour objectifs :

e D’explorer les corrélations entre la production (en grande partie déterminée par la
sensibilité a la photopériode et par le nanisme) et la qualité de la biomasse (sucres

solubles, carbohydrates structuraux et lignines),

e D’affiner notre compréhension du déterminisme génétique de la floraison et de la

croissance en hauteur (notamment pour des génotypes sensibles a la photopériode),

e Et d’améliorer notre compréhension du déterminisme génétique de la qualité de la

biomasse.

I. Les génotypes sensibles a la photopériode : un pool peu exploré jusqu’a
présent mais porteurs d’innovation variétale au Nord et aux Suds

La plupart des programmes de sélection du sorgho ont été basés jusqu’a trés récemment sur des
génotypes rendus insensibles a la photopériode. Les deux objectifs de cette focalisation étaient :
1) d’adapter les génotypes de sorgho aux climats tempérés et ii) de développer des variétés
adaptées a des saisons des pluies courtes en milieu tropical. Cette ¢limination du

photopériodisme par conversion des génotypes sensibles a la photopériode (notamment les
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ressources génétiques Africaines) en génotypes insensibles a été possible grace a des génes
majeurs dont les all¢les récessifs inhibent la sensibilité a la photopériode (Mal - Ma6). La
réduction de la taille des tiges a aussi été un objectif important des programmes d’améliorations
afin d’optimiser les indices de récolte. Dans ce contexte, les génes majeurs de nanisme mis en

évidence chez le sorgho (dw1l —d w4) ont été intensément utilisés.

Néanmoins si le programme de conversion initi¢ aux USA a été couronné de succes et a permis
I’expansion de la culture du sorgho aux milieux tempérés (a des latitudes plus élevées),
I’utilisation de variétés de tailles courtes et insensibles a la photopériode dans les conditions

semis arides n’a pas apporté les résultats escomptés.

Récemment, un regain d’intérét pour la sensibilité a la photopériode est apparu. En effet, ce
caractere peut apporter des innovations significatives dans, au moins deux contextes :
e En premier lieu, ’augmentation de la sensibilité a la photopériode permet d’allonger la
longueur des cycles et donc de maximiser la production de biomasse végétative. Cette
derni¢re pouvant étre valorisée au sein de différentes filiéres (alimentation animale

(Nord et Sud), et énergie et biomatériaux (principalement au Nord pour I’instant)).

e La sensibilit¢ a la photopériode permet une meilleure adaptation au milieu soudano
sahélien caractérisé par une pluviométrie extrémement variable. La sensibilité¢ a la
photopériode permet dans ces conditions, indépendamment de la date de semis, d’initier
la phase de remplissage et la maturation des grains lorsque les conditions climatiques et

biotiques ne sont pas trop adverses.

Au niveau de I’analyse de la qualité de la biomasse et de ses interactions avec la production, la
grande majorité des études ont été basées sur des génotypes tres insensibles a la photopériode.
En outre ce sont souvent des populations issues de croisements entre des parents « courts et peu
riches en sucres solubles » et des parents « hauts et riches en sucres solubles » qui ont été
utilisés.

Dans ce contexte, les études présentées au sein de ce document ont largement mobilisé des
génotypes sensibles a la photopériode et ont tenté de maximiser la variabilité disponible entre
les parents au sein des différentes idéotypes (large diversité au sein des génotypes de tailles
courtes et de tailles plus hautes). Les analyses menées sur ce matériel végétal, original par

rapport a ce qui a généralement été étudié dans la bibliographie, ont permis :
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D’affiner notre compréhension de la variabilité de la durée du cycle chez les
génotypes sensibles a la photopériode (P118 ; BCNAM), ce qui avait été tres peu

exploré jusqu’ici

De souligner la stabilité plus importante des génotypes sensibles en réponse a des

modifications environnementales (Chapitre III : effet d’interaction PPS x Semis)

II. Une meilleure compréhension du déterminisme génétique de la

croissance en hauteur, de la floraison et de la qualité de la biomasse

A Tinitiation de cette thése en février 2014, peu d’informations étaient disponibles sur le

contrdle génétique de la date de floraison au sein des génotypes sensibles a la photopériode

(Mace, Hunt and Jordan, 2013), en outre au niveau de la qualité de la biomasse la majorité des

¢tudes avaient été¢ menées sur des populations biparentales ou des panels d’associations incluant

des idéotypes tres divers qui favorisaient la mise en évidence d’effet pléiotropiques de genes

de nanisme ou de maturité. Cette thése nous a permis de :

mettre en évidence un QTL majeur controlant la réaction a la photopériode au sein de
génotypes sensibles a ce stimulus et de proposer un geéne candidat sous-jacent.
L’approche mise en ceuvre combinant I’utilisation d’un modele de culture et la
mendélisation des parametres analysés a permis d’analyser le déterminisme d’un
caractére n’étant pas évident a analyser de fagon directe. D une part 1’utilisation de 2
parents photopériodiques divergents relativement peu en termes de sensibilité a la
photopériode a joué un rdle clé et d’autre part la décomposition du processus de
floraison en ses parameétres unitaires au travers de [’utilisation d’un mode¢le
¢cophysiologique a donné accés a une composante inaccessible a un phénotypage direct
de la longueur de cycle. Le QTL identifié impacte le controle de la photopériode critique
en dessous de laquelle la plante ne réagit plus a la durée du jour. Ce résultat ouvre de
nouvelles voies de sélection puisqu’il permet d’envisager de modifier la précocité des

variétés sans éliminer la sensibilité a la photopériode,

De valider des régions chromosomiques dont I’impact sur la hauteur des plantes avait
déja été mis en évidence (génes majeurs...) mais aussi de détecter de nouvelles zones
avec des effets conséquents tant sur la floraison que sur la composition biochimique de

la biomasse et ses propriétés,

Chapitre V 168



e De montrer que les relations entre les caractéres varient significativement entre les
classes de nanismes qui sont mobilisées (cf. chapitre III),

e De mettre en évidence de nouveaux QTL a effets forts (chromosomes 2, 3, 7, 8 et 9),
mais également de valider I’importance de la région du géne D sur la teneur en sucres
solubles des tiges,

e De proposer pour quelques régions des génes candidats possibles qui pourront

constituer les cibles de prochaines études de validation fonctionnelles.

III. Optimiser les analyses des résultats pour améliorer notre
compréhension de I’architecture génétique des caractéres

I11.1- Des dispositifs de grandes tailles méritant une meilleure estimation
des variabilités environnementales et des interactions GXE

Bien que le dispositif expérimental en blocs augmentés utilis¢ pour 1’évaluation des différentes
familles soit pertinent, il présente des limites (évaluation sous optimale des variabilités
environnementales en fonction de la structure de I’hétérogénéité présente). Dans ce contexte, il
serait donc intéressant de s’orienter vers 1’utilisation de modeles d’ajustement plus élaborés,
prenant en compte la variabilité spatiale du terrain (variabilité intra annuelle), mais également
de la variabilité environnementale interannuelle. Dans ce contexte, toujours dans I’objectif de
mieux appréhender la variabilité environnementale subie par les génotypes et évaluer au mieux
les effets d’interactions Génotype X Environnement qui ont été trés mal pris en compte au sein
des analyses qui ont été menées il sera pertinent de s’orienter vers une utilisation plus intensive
des mod¢les de développement tels que Samara, CERES ou Ecomeristem qui ont été adapté au

sorgho(Ritchie and Alagarswamy, 1989b, Ritchie and Alagarswamy, 1991).

II1.2- Une amélioration possible et nécessaire des modéles d’analyses

appliqués au dispositif BCNAM
L’analyse des données phénotypiques collectées sur les différentes familles du dispositif
BCNAM a été réalisée selon le modele linéaire mixte développé par Yu et al. (2008) et
implémenté dans le package NAM pour son utilisation avec des plans de croisement du type
Nested Association Mapping. Néanmoins si cette stratégie prend bien en compte la structure
familiale elle ne tire pas parti des connexions entre les parents et ne prend pas en compte la
distribution des haplotypes entre les parents. Récemment, Giraud et al. (2014) et (Bouchet e?
al., 2017) ont développés de nouvelles méthodes d’analyses spécifiques au dispositif NAM qui

tirent vraiment partie des particularités de ces dispositifs.
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IVv. Le dispositif BCNAM : accélérer et affiner notre compréhension
du déterminisme génétique et moléculaire des caractéres d’intérét et
optimiser Pefficacité de la sélection

Contrairement aux dispositifs NAM au sein desquels ce sont des familles de lignées
recombinantes qui sont développées, les plans de croisement BCNAM impliquent une étape
complémentaire de rétrocroisement. Cette étape additionnelle offre des bénéfices évidents en

termes d’analyses génétiques et de sélection qui ont été décrits au sein du Tableau I1-2.

En termes de sélection, la possibilité d’utiliser 1’analyse de liaison en complément des
approches « globales » de génétique d’association facilite I’utilisation du matériel pour les
programmes de sélection. En effet, de nombreux QTL spécifiques a un faible nombre de
populations en sont pas forcément détectées sur les analyses globales (tout au moins celles qui
ont été menées jusqu’a présent sans tirer au mieux parti des informations parentales). Dans ce
contexte, les analyses de liaison menées au niveau intra-population permettent d’attribuer des
valeurs génétiques aux différentes familles et d’initier ensuite des schémas de recombinaison
inter-populations. Dans ce contexte, plusieurs populations de sélection ont été initiées au travers
de croisements inter-populations dans le but, entre autres, de cumuler les alleles de
précocité/tardiveté identifiés dans les différentes populations BCNAM. Les travaux présentés
dans le cadre de cette thése ne font qu’effleurer la richesse des informations exploitables sur le
dispositif BCNAM qui a été développé. Outre la caractérisation de la floraison, de la croissance
en hauteur et de la qualité des tiges qui a été présentée (en partie) dans ce document, les
¢évaluations ont aussi porté sur des caracteres de résistance et de tolérances a certaines maladies
(anthracnose) et insectes (Cécidomyie) et sur le rendement et la qualité du grain qui sont des
caracteres cibles clés dans le contexte d’Afrique de 1’Ouest (et plus généralement au niveau

mondial).

En termes d’identification des geénes sous-jacents aux zones d’intérét détectées, qui est une
action primordiale dans le cadre des transferts d’informations entre populations et programmes
de sélection, le chemin est encore long. En effet, comme cela a été initi¢ pour les zones avec
des impacts fortement significatifs sur les teneurs en lignines au sein du dispositif BCNAM,
une caractérisation des genes se trouvant dans ces zones est nécessaire. Cette caractérisation

comprend différents volets :
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e [’identification des haplotypes disponibles dans les populations et 1’analyse de leur
structure de diversité (nombre, fréquence, distance entre les haplotypes, proportion de

mutations synonymes et non synonymes...),

e L’identification des polymorphismes disponibles sur des bases génétiques plus larges

intégrant potentiellement des accessions sauvages,

e L’analyse des profils d’expression des génes. Dans le cas de génes candidats pour la

biomasse, sont-ils exprimés dans les entre-nceuds, si oui a quel stade ?

e L’isolement des familles se rapprochant au mieux de lignées quasi-isogéniques pour

tenter de préciser les effets génétiques des différents haplotypes...

En complément de ces approches sur la diversité naturelle, des approches d’analyses de mutants
induits et d’ingénierie génétique sont aussi en cours de développement pour tendre, a terme,
vers la constitution d’une bibliotheque de génes impactant les caracteres d’intérét agronomiques

qui constituera une ressource pertinente pour le développement de variétés a fagon.
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Annexe 1 : Caractéristiques des QTL détectés sur la population BC0O6 pour les variables phénologiques
et agromorphologiques : durée du cycle (SFD), de longueur des tiges (LTIG) et ses composantes
(nombre total d’entre-nceud allongés « NBETN » et longueur moyenne d’entre-noeuds « LgMoyETN »),
du nombre de feuilles vertes a maturité (NBFV), des longueurs du pédoncule (LPED) et de la panicule
(LPAN) pour les semis de juin, juillet (2014 et 5014) et de septembre (2015).

QTL_ID Variables Années / Marqueurs Chr. LOD R2 (%) Binf. Pos. Bsup. Add.
Semis proche
1 SFD 2015 S3 S1 54235531 1 4.65 13.91 69.38 107.38 113.38 3.37
2 SFD 2014_51 S2 70490684 2 3.95 3.64 14.10 144.10 148.10 -0.87
2 SFD BLUP_S2 S2 69911173 2 5.78 4.90 138.10 142.10 158.10 -1.27
3 SFD 2014_S2 S3_18977016 3 16.59 31.73 62.85 64.85 82.85 6.24
3 SFD 2015_S2 S3_49026599 3 10.44 17.52 60.85 72.85 82.85 3.33
4 SFD 2015_S1 S3_50900251 3 11.67 14.41 70.85 76.85 80.85 4.81
4 SFD BLUP_S1 S3_50900251 3 14.27 15.21 70.85 76.85 82.85 4.58
4 SFD BLUP_S2 S$3 50900251 3 23.26 26.72 70.85 76.85 82.85 4.08
4 SFD 2014_51 S3_52498920 3 14.32 15.72 78.85 80.85 84.85 5.35
5 SFD 2014_S2 S4 61559398 4 3.96 5.77 111.48 113.48 119.48 2.77
5 SFD 2015_S1 S4 62517561 4 4.40 4.81 115.48 117.48 135.48 2.55
5 SFD BLUP_S1 S4 62517561 4 4.08 3.66 115.48 117.48 135.48 2.19
5 SFD BLUP_S2 S4 62517561 4 7.36 6.41 113.48 117.48 119.48 1.93
6 SFD 2013_S3 S6_367564 6 5.45 14.56 1.33 1.33 5.33 -3.29
6 SFD 2014_51 S6_367564 6 33.64 52.42 1.33 1.33 3.33 -9.34
6 SFD 2014_S2 S6_928884 6 9.51 15.57 1.33 3.33 5.33 -3.95
6 SFD 2015_S1 S6_367564 6 29.17 49.21 1.33 1.33 3.33 -7.61
6 SFD 2015_S2 S6_367564 6 19.04 37.13 1.33 1.33 3.33 -4.29
6 SFD BLUP_S1 S6_367564 6 34.85 54.02 1.33 1.33 3.33 -7.89
6 SFD BLUP_S2 S6_367564 6 28.05 35.19 1.33 1.33 3.33 -4.02
7 SFD 2014_S2 S8 52875123 8 491 7.29 103.38 111.38 115.38 2.74
7 SFD BLUP_S2 S8 51997979 8 4.02 3.32 103.38  105.38 121.38 1.48
8 SFD 2013_S3 S9 49515157 9 4.02 10.49 52.72 72.72 84.72 2.61
9 SFD BLUP_S2 S$10_11549421 10 6.46 5.54 48.59 58.59 64.59 -1.28
10 Kp 2014_Kp S3 52498920 3 12.43 25.80 78.85 80.85 84.85 6.08
10 Kp 2015 _Kp S$3 50900251 3 11.64 14.46 70.85 76.85 80.85 5.27
10 Kp Blup_Kp S3 52498920 3 19.87 27.20 78.85 80.85 82.85 5.49
11 Kp 2015_Kp S4 62517561 4 4.36 4.79 115.48 117.48 135.48 2.79
11 Kp Blup_Kp S4 62148417 4 5.16 5.01 111.48 115.48 119.48 2.50
12 Kp 2014_Kp S6_367564 6 14.03 30.21 1.33 1.33 3.33 -7.78
12 Kp 2015_Kp S6_367564 6 29.02 49.28 1.33 1.33 3.33 -8.33
12 Kp Blup_Kp S6_367564 6 21.65 30.95 1.33 1.33 3.33 -6.51
13 Kp Blup_Kp S7_3965458 7 5.06 491 18.71 24.71 32.71 1.14
14 Kp Blup_Kp S8 52875123 8 6.01 5.96 103.38 111.38 113.38 2.35
15 LTIG 2014_S1 S3_6268239 3 5.15 7.50 14.85 26.85 160.85 12.07
15 LTIG 2015_S1 S3_6268239 3 5.01 5.77 18.85 26.85 40.85 10.02
15 LTIG 2015_S2 S3_6268239 3 5.66 7.18 18.85 26.85 40.85 9.47
15 LTIG BLUP_S1 S3_6268239 3 5.60 6.03 14.85 26.85 32.85 9.49
16 LTIG BLUP_S2 S$3.15942198 3 5.46 13.07 60.85 62.85 64.85 0.00
17 LTIG 2015_S2 S$3_50900251 3 5.34 6.74 60.85 76.85 90.85 12.77




Annexe 1 : suite

QTL_ID Variables Années/ Marqueurs Chr. LOD R2 (%) Binf. Pos. Bsup. Add.
Semis proche
17 LTIG 2015_S1 S3_54721296 3 5.79 6.76 84.85 86.85 112.85 16.52
18 LTIG BLUP_S1 S3_58744591 3 4.95 5.27 84.85 110.85 120.85 10.57
19 LTIG 2015_S1 S6_367564 6 6.56 7.77 1.33 1.33 5.33 -14.58
19 LTIG BLUP_S1 S6_367564 6 4.89 5.20 1.33 1.33 5.33 -11.39
20 LTIG 2014 S1 S7_54915750 7 16.90 30.10 72.71 74.71 78.71 -30.82
20 LTIG 2015_S1 S7_54915750 7 18.79 27.44 72.71 74.71 78.71 -27.11
20 LTIG 2015_S2 S7_55156400 7 15.77 23.80 72.71 76.71 80.71 -21.05
20 LTIG BLUP_S1 S7_54915750 7 23.05 33.59 72.71 74.71 78.71 -29.12
21 LTIG 2014_S1 S7_58358808 7 24.11 48.87 94.71 96.71 98.71 42.48
21 LTIG 2015_S1 S7_58358808 7 25.91 43.02 94.71 96.71 98.71 37.22
21 LTIG 2015_S2 S7_58358808 7 23.88 41.66 94.71 96.71 98.71 29.99
21 LTIG BLUP_S1 S7_58358808 7 31.74 54.31 94.71 96.71 98.71 40.56
21 LTIG BLUP_S2 S7_58761329 7 7.56 18.76 94.71 98.71 100.71 0.00
22 NBETN 2014 _S1 S2_4490785 2 4.47 6.95 14.10 24.10 132.10 0.66
22 NbETN 2015_S2 S2_5492926 2 4.99 7.52 20.10 30.10 36.10 0.45
22 NBETN BLUP_S1 S2_4490785 2 4.63 4.97 20.10 24.10 26.10 0.40
22 NBETN BLUP_S2 S2_5492926 2 4.01 4.49 24.10 30.10 38.10 0.26
23 NBETN 2013_S3 S2_69911173 2 5.14 10.70 134.10 142.10 168.10 -0.34
24 NBETN 2014 _S1 S3.50414812 3 4.82 7.53 58.85 74.85 88.85 0.95
24 NBETN 2014_S2 S$3_50900251 3 7.59 14.70 70.85 76.85 84.85 1.37
24 NBETN 2015_S1 S$3_20979230 3 5.19 6.22 60.85 66.85 86.85 0.55
24 NbETN 2015_S2 S$3_50900251 3 10.51 17.40 60.85 76.85 86.85 1.01
24 NBETN BLUP_S1 S$3_20979230 3 6.46 7.15 60.85 66.85 80.85 0.71
24 NBETN BLUP_S2 S$3_50900251 3 13.93 18.48 60.85 76.85 82.85 0.89
25 NBETN 2013_S3 S6_928884 6 9.48 21.22 1.33 3.33 5.33 -0.86
25 NBETN 2014_S1 S6_367564 6 18.78 37.23 1.33 1.33 3.33 -1.84
25 NBETN 2014_S2 S6_367564 6 11.80 25.00 1.33 1.33 3.33 -1.80
25 NBETN 2015_S1 S6_367564 6 24.78 41.74 1.33 1.33 3.33 -1.46
25 NbETN 2015_S2 S6_928884 6 16.85 31.14 1.33 3.33 5.33 -1.05
25 NBETN 2015_S3 S6_367564 6 4.19 11.82 1.33 1.33 7.33 -0.68
25 NBETN BLUP_S1 S6_367564 6 28.01 45.22 1.33 1.33 3.33 -1.40
25 NBETN BLUP_S2 S6_367564 6 20.39 30.31 1.33 1.33 3.33 -1.01
26 NBETN 2013_S3 S6_48088280 6 5.72 12.03 61.33 65.33 67.33 -0.57
26 NBETN 2014_S2 S$6_51238248 6 4.66 8.48 71.33 75.33 93.33 -0.90
26 NBETN 2015_S1 S$6_51238248 6 4,53 5.36 69.33 75.33 77.33 -0.53
26 NBETN BLUP_S2 S$6_51238248 6 5.46 6.27 71.33 75.33 93.33 -0.47
27 NBETN 2015_S1 S7_58358808 7 5.36 6.45 80.71 96.71 100.71 0.48
27 NBETN BLUP_S1 S7_58358808 7 5.22 5.65 90.71 96.71 100.71 0.35
28 NBETN 2015_S3 S8 52308546 8 4.36 12.33 35.38 107.38 123.38 0.63
29 LgMoyETN 2013_S3 S1 54414622 1 5.72 10.64 104.23 108.23 118.23 -0.61
30 LgMoyETN 2014_S1 S3_ 4612127 3 4.97 6.08 14.85 20.85 32.85 0.73
31 LgMoyETN 2014_S1 S6_367564 6 4.09 4.92 1.33 1.33 3.33 0.76
31 LgMoyETN 2014_S2 S6_367564 6 7.60 14.10 1.33 1.33 3.33 1.64
31 LgMoyETN 2015_S2 S6_928884 6 3.97 4.59 1.33 3.33 7.33 0.63
31 LgMoyETN BLUP_S2 S6_367564 6 6.12 7.39 1.33 1.33 5.33 0.76




Annexe 1 : Suite

QTL_ID Variables Années / Marqueurs Chr. LOD R2 (%) Binf. Pos. Bsup. Add.
Semis proche
32 LgMoyETN 2015_S3 S7_19441215 7 7.97 19.90 52.71 56.71 82.71 -1.12
33 LgMoyETN 2013_S3 S7_55934608 7 9.50 18.80 72.71 80.71 84.71 -1.75
33 LgMoyETN 2014_S1 S7_54915750 7 21.64 35.28 72.71 74.71 78.71 -2.07
33 LgMoyETN 2014_S2 S7_55629954 7 12.02 24.53 72.71 78.71 82.71 -2.02
33 LgMoyETN 2015_S1 S7_54915750 7 23.39 44.86 72.71 74.71 78.71 -1.73
33 LgMoyETN 2015_S2 S7_55156400 7 21.93 34.66 72.71 76.71 80.71 -1.90
33 LgMoyETN BLUP_S1 S7_54915750 7 24.02 45.48 72.71 74.71 78.71 -1.77
33 LgMoyETN BLUP_S2 S7_55156400 7 21.56 34.01 72.71 76.71 80.71 -1.63
34 LgMoyETN 2013_S3 S7_58358808 7 16.42 36.62 94.71 96.71 98.71 2.69
34 LgMoyETN 2014_S1 S7_58358808 7 23.31 39.17 94.71 96.71 98.71 2.44
34 LgMoyETN 2014_S2 S7_58358808 7 14.61 31.57 94.71 96.71 100.71 2.35
34 LgMoyETN 2015_S1 S7_58358808 7 26.22 52.94 94.71 96.71 98.71 2.00
34 LgMoyETN 2015_S2 S7_58358808 7 29.39 53.30 94.71 96.71 98.71 2.48
34 LgMoyETN 2015_S3 S7_58358808 7 12.72 34.67 92.71 96.71 98.71 1.82
34 LgMoyETN BLUP_S1 S7_58358808 7 26.99 53.97 94.71 96.71 98.71 2.07
34 LgMoyETN BLUP_S2 S7_58358808 7 27.33 47.88 94.71 96.71 98.71 2.03
35 NBFV 2014_S1 S1_ 1418359 1 12.17 32.42 1.33 3.33 5.33 1.58
36 NBTFD 2015_S2 S2_70490684 2 5.48 7.09 130.10 144.10 148.10 -0.22
37 NBTFD 2015_S1 S$3.54118580 3 10.06 14.20 80.85 84.85 88.85 1.08
37 NBTFD 2015_S2 S$3_53285858 3 9.42 13.01 62.85 82.85 84.85 0.88
38 NBTFD 2015_S1 S6_367564 6 21.30 36.57 1.33 1.33 3.33 -1.70
38 NBTFD 2015_S2 S6_367564 6 21.79 37.42 1.33 1.33 5.33 -1.31
39 NBTFD 2015_S1 S7_51352218 7 6.54 8.71 58.71 62.71 96.71 0.54
40 NBTFD 2015_S2 S$10_60180434 10 5.13 6.59 122.59 130.59 132.59 0.46
41 LPED 2014_S1 S1 32788768 1 7.41 21.24 62.71 74.71 80.71 -5.07
41 LPED 2015_S1 S7_54915750 7 9.23 21.42 72.71 74.71 82.71 -3.79
41 LPED 2015_S2 S7_55156400 7 6.15 16.20 70.71 76.71 82.71 -3.06
41 LPED BLUP_S1 S7_54915750 7 8.31 20.66 70.71 74.71 80.71 -3.48
42 LPED 2015_S1 S9 53317323 9 4.29 9.18 88.72 98.72 112.72 -2.49
43 LPED 2015_S2 S9 53869426 9 5.68 14.86 88.72 100.72 112.72 -3.00
44 LPED 2015_S1 S10_55721757 10 3.96 8.42 100.59 104.59 132.59 2.34
45 LPED BLUP_S1 S10_55721757 10 4.17 9.69 100.59 104.59 122.59 2.33
46 LPAN 2015_S1 S1_ 71561031 1 6.17 8.42 168.23 172.23 174.23 -1.20
47 LPAN 2015_S1 S2_3765980 2 4.42 5.86 12.10 20.10 22.10 -0.98
48 LPAN 2015_S1 S2_76231279 2 5.55 7.49 162.10 168.10 168.10 -0.62
49 LPAN 2014_S1 S6_48667936 6 4.30 11.08 65.33 67.33 93.33 -1.43
49 LPAN BLUP_S2 S6_48667936 6 4.46 11.17 65.33 67.33 95.33 -0.70
50 LPAN 2015_S1 S6_52549852 6 6.50 8.93 77.33 81.33 93.33 -1.16
50 LPAN BLUP_S1 S6_52549852 6 6.17 13.95 65.33 81.33 93.33 -1.02
51 LPAN 2015_S2 S6_55282785 6 5.97 14.70 65.33 93.33 99.33 -1.71
52 LPAN 2014_S1 S7_56386292 7 6.52 17.41 60.71 82.71 86.71 -1.80
52 LPAN 2015_S1 S7_54915750 7 11.95 17.98 70.71 74.71 80.71 -1.55
52 LPAN 2015_S2 S7_56386292 7 6.95 17.43 78.71 82.71 88.71 -1.47
52 LPAN BLUP_S1 S7_56386292 7 10.59 25.80 64.71 82.71 84.71 -1.22
52 LPAN BLUP_S2 S7_56386292 7 7.59 20.02 78.71 82.71 88.71 -1.09
53 LPAN 2015_S1 S8 49498524 8 5.25 7.05 83.38 89.38 97.38 -1.09
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Annexe 4 : Régions chromosomiques associées a la variation des 9 caracteres évalués dans les différents environnements
de saison normale de culture 2014 et 2015 et de 1’analyse Blup (2014-2015) au sein des 29 populations BCNAM.

QTL_ID Trait ANNEES Chr. Marqueurs proche Position (¢cM) Lod R2 (%)
1 SFD 2015 1 S1 55361265 114.48 3.35 2.14
2 SFD 2015 1 S1 68253253 156.39 2.75 2.32
3 SFD 2015 2 S2 3342314 17.38 3.61 2.26
4 SFD 2015 3 S3 20758317 66.00 6.24 3.47
5 SFD 2015 3 S3 51364624 77.95 16.03 3.15
6 SFD 2015 4 S4 48644617 63.03 5.07 333
7 SFD 2015 6 S6 618387 2.11 39.91 4.67
8 SFD 2015 6 S6 38136509 34.40 13.3 6.45
9 SFD 2015 7 S7 9039671 53.66 2.79 1.92
10 SFD 2015 10 S10 9471985 50.79 4.02 2.80
11 LTIG 2015 1 S1 14835673 46.54 241 43.31
12 LTIG Blup 1 S1 5612973 15.60 2.52 11.68
13 LTIG 2015 1 S1 7282991 18.52 24 42.47
14 LTIG 2015 2 S2 14846850 67.19 2.46 51.37
15 LTIG 2015 3 S3 53793797 84.30 3.55 34.07
16 LTIG 2014 4 S4 50888448 71.72 2.76 39.24
17 LTIG 2015 4 S4 62985615 119.83 2.46 29.32
18 LTIG 2015 5 S5 58133066 109.28 2.61 595
19 LTIG Blup 5 S5 58626654 112.61 2.5 15.06
20 LTIG Blup 6 S6 40782541 37.79 2.76 16.99
21 LTIG 2014 6 S6 42780401 45.26 2.95 34.17
22 LTIG 2015 6 S6 45123546 54.03 4.14 70.35
23 LTIG 2015 6 S6 618387 2.11 5 16.96
24 LTIG 2015 7 S7 58487671 96.96 22.78 112.95
25 LTIG 2014 7 S7 14725942 55.47 4.06 57.21
26 LTIG 2014 7 S7 55452838 77.95 36.6 191.56
26 LTIG Blup 7 S7 55452838 77.95 32.46 125.47
27 LTIG Blup 7 S7 9891139 54.53 4.23 27.62
28 LTIG 2015 9 S9 2448875 15.52 3.19 46.00
29 LTIG 2014 9 S9 51302927 87.16 4.23 70.86
30 LTIG 2014 9 S9 56411124 110.56 5.1 77.57
30 LTIG Blup 9 S9 56411124 110.56 4.75 52.35
31 LTIG 2015 9 S9 56905564 112.11 5.73 88.03
32 LTIG Blup 9 S9 7424023 49.20 2.39 19.10
33 LTIG 2015 10 S10 56988108 112.86 2.35 30.80
34 LTIG Blup 10 S10 640329 332 3 34.89
35 NBETN 2014 1 S1 12904805 35.73 3.61 0.25
36 NBETN Blup 1 S1 1622402 4.70 2.98 0.02
37 NBETN Blup 1 S1 45064818 80.88 2.31 0.01
38 NBETN Blup 2 S2 447031 1.60 2.63 0.02
39 NBETN 2014 2 S2 73872122 155.77 2.62 0.15
40 NBETN Blup 2 S2 75017814 161.09 2.29 0.04
41 NBETN 2015 2 S2 77149208 171.83 3.71 0.24
42 NBETN 2014 3 S3 51364624 77.95 14.12 0.22
42 NBETN 2015 3 S3 51364624 77.95 11.23 0.28
42 NBETN Blup 3 S3 51364624 77.95 13.38 0.10
43 NBETN Blup 3 S3 63606943 127.20 3.72 0.04
44 NBETN 2015 3 S3 66628361 134.65 4.95 0.32
45 NBETN 2014 3 S3 70592324 147.32 2.76 0.06
46 NBETN Blup 3 S3 70952800 149.11 2.69 0.02
47 NBETN Blup 4 S4 52233153 79.84 243 0.04
48 NBETN 2015 4 S4 53063567 83.06 2.55 0.14
49 NBETN 2015 4 S4 8199967 33.46 2.72 0.15
50 NBETN 2014 5 S5 9409738 48.92 2.79 0.16
51 NBETN 2014 6 S6 40052515 35.49 8.83 0.34
52 NBETN 2015 6 S6 40756181 37.69 10.54 0.43
52 NBETN Blup 6 S6_ 40756181 37.69 13.35 0.13
53 NBETN 2014 6 S6 52444694 81.08 3.94 0.22
54 NBETN Blup 6 S6_ 59602334 109.71 3 0.04
55 NBETN 2015 6 S6 61506430 115.89 2.57 0.12
56 NBETN 2014 6 S6 618387 2.11 10.69 0.12
56 NBETN 2015 6 S6 618387 2.11 21.72 0.28
56 NBETN Blup 6 S6 618387 2.11 12.57 0.10
57 NBETN 2015 7 S7 58241033 95.22 3.68 0.26
58 NBETN Blup 7 S7 58340702 96.13 2.37 0.03
59 NBETN 2014 7 S7 9846377 54.52 2.68 0.14
60 NBETN 2015 8 S8 41887563 62.56 2.51 0.15
60 NBETN Blup 8 S8 41887563 62.56 2.3 0.04




Annexe 4 : suite

QTI ID Trait ANNEES Chr. Merqueurs proche Position (cM) Lod R2 (%)
61 NBETN 2014 8 S8 7209173 46.49 2.41 0.09
62 NBETN 2014 9 S9 57515603 114.04 2.35 0.12
63 NBETN Blup 9 S9 53584846 99.85 2.27 0.03
64 NBETN 2015 9 S9 58323448 118.30 2.6 0.08
65 NBETN 2015 10 S10 16074841 65.66 3.18 0.19
65 NBETN Blup 10 S10 16074841 65.66 3.37 0.06
66 NBETN 2014 10 S10 51584052 82.30 3.09 0.17
67 NBETN Blup 10 S10 57101890 113.71 2.37 0.01
68 NBETN 2015 10 S10 60072772 129.82 3.37 0.22
69 LgMoyETN 2014 1 S1 16569662 53.11 2.51 0.11
70 LgMoyETN Blup 1 S1 5479654 15.37 3.19 0.19
71 LgMoyETN 2015 1 S1 56568966 122.74 2.34 0.13
72 LgMoyETN 2015 1 S1 8571404 19.80 3.07 0.18
73 LgMoyETN 2015 2 S2 16423267 70.30 2.3 0.13
74 LgMoyETN 2014 3 S3 14333071 61.67 3.84 0.37
75 LgMoyETN 2015 3 S3 50440497 75.87 2.53 0.06
76 LgMoyETN 2014 4 S4 63352444 121.81 2.44 0.15
77 LgMoyETN 2015 5 S5 1041007 3.74 2.37 0.08
78 LgMoyETN 2015 5 S5 58133066 109.28 3.49 0.03
79 LgMoyETN 2015 6 S6 43211385 46.88 2.96 0.25
80 LgMoyETN 2015 6 S6 33718749 31.87 3.03 0.22
81 LgMoyETN Blup 6 S6 48859331 67.93 2.49 0.07
82 LgMoyETN 2015 7 S7 14650483 55.46 3.79 0.12
83 LgMoyETN 2014 7 S7 55196102 76.63 38.14 1.38
83 LgMoyETN 2015 7 S7 55452838 77.95 23.82 0.31
83 LgMoyETN Blup 7 S7 55452838 77.95 34.58 0.59
84 LgMoyETN 2014 7 S7 58487675 96.96 21.22 0.59
84 LgMoyETN 2015 7 S7 58487675 96.96 22.85 0.39
85 LgMoyETN Blup 7 S7 9825208 54.52 5.03 0.17
86 LgMoyETN 2015 8 S8 513629 2.8 2.62 0.15
86 LgMoyETN Blup 8 S8 513629 2.8 2.77 0.16
87 LgMoyETN 2015 9 S9 56905564 112.11 6.22 0.35
88 LgMoyETN 2015 9 S9 3547302 26.84 2.26 0.08
89 LgMoyETN Blup 9 S9 4367789 34.55 2.48 0.1
90 LgMoyETN 2014 9 S9 56662476 111.35 4.3 0.33
91 LgMoyETN Blup 9 S9 56878071 112.02 5.92 0.27
92 LgMoyETN 2014 9 S9 6994412 47.75 2.59 0.07
93 LPED 2015 1 S1 26861739 71.6 2.93 1.53
94 LPED 2015 1 S1 8494658 19.72 3.12 1.52
95 LPED 2015 2 S2 1196618 5.7 2.47 0.96
96 LPED 2015 2 S2 73415379 153.95 2.32 1.05
97 LPED 2015 4 S4 55115484 91.02 3.25 1.84
98 LPED 2015 4 S4 57153739 98.27 3.48 1.99
99 LPED 2015 6 S6 3537961 21.14 3.91 2.1
100 LPED 2015 6 S6 51026409 74.36 3.2 0.75
101 LPED 2015 7 S7 55452838 77.95 26 4.54
102 LPED 2015 7 S7 63918540 123.33 2.36 2.01
103 LPED 2015 7 S7 9296826 54.13 4.32 1.86
104 LPED 2015 8 S8 40263917 61.81 2.37 1.65
105 LPED 2015 9 S9 52533282 94.07 3.71 1.71
106 LPED 2015 10 S10 60585013 132.55 2.84 1.28
107 LPAN 2015 1 S1 2638288 7.76 3.08 0.91
108 LPAN 2015 1 S1 8793588 20.02 2.67 0.44
109 LPAN 2015 2 S2 12747904 63.05 2.62 0.16
110 LPAN 2015 2 S2 61874199 117.28 2.35 0.48
111 LPAN 2015 3 S3 5106030 22.42 2.28 0.24
112 LPAN 2015 4 S4 25926739 60.12 3.02 0.58
113 LPAN 2015 4 S4 66826922 140.57 3.29 0.23
114 LPAN 2015 5 S5 52917004 81.2 2.29 0.26
115 LPAN 2015 6 S6 15071243 27.79 2.87 0.38
116 LPAN 2015 6 S6 46967910 60.93 3.49 0.58
117 LPAN 2015 6 S6 53955033 87.79 2.82 0.51
118 LPAN 2015 6 S6_60806170 113.78 2.97 0.29
119 LPAN 2015 7 S7 55293252 77.13 6.25 0.4
120 LPAN 2015 7 S7 64104190 124.3 2.28 0.45
121 LPAN 2015 8 S8 6761511 46.28 2.6 0.17
122 LPAN 2015 9 S9 133594 0.5 2.72 0.22
123 LPAN 2015 9 S9 57055532 112.58 2.57 0.73
124 LPAN 2015 10 S10 7738899 42.86 4.73 1.24




Annexe 5 : Zones chromosomiques impliquées dans le contrdle génétique de la composition biochimique des tiges et
de leur digestibilité pour I’ensemble des familles relatives aux 29 populations BCNAM dans les deux années de cultures.

QTL _ID Variables ANNEES Marqueurs proche Chr. Position (cM) Lod R2 (%)

1 ADF 2014 S1 854618 1 2.48 6.12 1.51
2 ADF 2014 S1 4758561 1 14.11 4.49 1.29
3 ADF 2015 S1 52517294 1 99.42 3.68 1.39
4 ADF 2014 S1 53208947 1 102.26 5.14 0.78
5 ADF Blup S1 70243740 1 167.23 3.87 0.10
6 ADF 2014 S2 65658115 2 127.94 4.77 2.06
7 ADF 2014 S3_33491528 3 70.56 4.08 0.63
7 ADF Blup S3 33491528 3 70.56 5.32 0.10
8 ADF 2015 S3_50502868 3 76.01 3.77 0.55
9 ADF Blup S3_ 51671464 3 78.64 5.33 0.10
10 ADF 2014 S3_57304052 3 102.45 5.1 0.86
11 ADF 2014 S3_67094061 3 135.85 3.58 0.61
12 ADF 2015 S4 60092067 4 108.57 4.01 0.37
13 ADF 2014 S4 61510567 4 113.15 5.07 1.73
14 ADF 2015 S5 60170063 5 118.87 3.38 0.58
15 ADF 2015 S6_838601 6 291 4.29 0.35
16 ADF Blup S6_51482108 6 76.52 4.18 0.04
17 ADF 2014 S6_51632199 6 77.24 5.85 0.97
18 ADF 2014 S7 9846377 7 54.52 8.56 2.73
19 ADF 2014 S7 55960363 7 80.55 5.07 0.72
20 ADF 2014 S8 17181814 8 51.11 6.32 1.96
21 ADF Blup S8 53962857 8 117.57 4.6 0.07
22 ADF 2015 S9 1065779 9 5.44 5.51 1.03
22 ADF Blup S9 1065779 9 5.44 3.53 0.10
23 ADF 2014 SO 4126488 9 32.81 4.88 1.39
24 ADF 2014 S9_ 54859583 9 104.65 6.47 2.49
25 ADF 2014 S10 17105459 10 66.24 4.62 0.91
26 ADL 2014 S1 854618 1 2.48 5.45 0.05
27 ADL Blup S1 1011133 1 2.88 6.02 0.00
28 ADL 2014 S1 4758561 1 14.11 4.74 0.05
29 ADL 2015 S1 52517294 1 99.42 4.19 0.06
30 ADL 2014 S1 53208947 1 102.26 4.47 0.03
31 ADL 2014 S1 71978188 1 173.89 3.67 0.04
32 ADL Blup S2 69755303 2 140.36 9.78 0.01
33 ADL Blup S3_ 6856142 3 29.19 8.83 0.01
34 ADL Blup S3 61320574 3 121.90 8.85 0.02
35 ADL Blup S3_70300999 3 146.16 12.09 0.02
36 ADL Blup S4 7322069 4 28.89 3.92 0.00
37 ADL Blup S4 52951489 4 82.63 5.76 0.00
38 ADL 2014 S4 61431589 4 112.86 3.88 0.06
39 ADL 2015 S6_838601 6 291 3.79 0.01
40 ADL 2015 S6_50568091 6 72.18 7.71 0.03
41 ADL Blup S6_51019555 6 74.33 3.85 0.00
42 ADL 2014 S6_51632199 6 77.24 8.19 0.05
43 ADL Blup S7_1639986 7 9.98 6.44 0.01
44 ADL 2014 S7 9846377 7 54.52 7.25 0.09
45 ADL 2014 S7 56542008 7 83.48 6.43 0.02
46 ADL Blup S7_60203696 7/ 106.10 16.01 0.02
47 ADL 2014 S8 17181814 8 51.11 4.02 0.03
48 ADL 2014 S8 42679489 8 63.31 4.1 0.01
49 ADL Blup S8_49994978 8 92.32 45.01 0.7

50 ADL 2015 S9 1065779 9 5.44 4.33 0.04
51 ADL Blup S9 49461301 9 72.22 11.76 0.02
52 ADL 2014 S9 54560810 9 103.53 5.27 0.07
53 ADL Blup S9 56711089 9 111.50 15.27 0.02
54 ADL Blup S10_761863 10 3.95 7.36 0.01
55 ADL 2014 S10 9587060 10 51.30 3.45 0.02
56 adlSndf 2014 S1 63880 1 0.17 4.32 0.07
57 adlSndf 2014 S1 4758561 1 14.11 5.13 0.08
58 adlSndf 2014 S1 71970811 1 173.87 4.39 0.08
59 adlSndf 2014 S2 62788783 2 121.38 5.23 0.03
60 adlSndf 2014 S2 65539838 2 127.61 4.66 0.16
61 adlSndf 2014 S3 2834180 3 12.74 6.05 0.09
62 adlSndf Blup S3_61365764 3 122.00 3.94 0.01
63 adlSndf 2014 S4 61364754 4 112.61 5.32 0.12
64 adlSndf 2014 S5 481709 5 1.65 4.34 0.04
65 adlSndf 2014 S6 51193516 6 75.15 5.53 0.13
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66 adlSndf 2015 S6 51901469 6 78.52 10.28 0.04
67 adlSndf 2014 S7 2148270 7 13.21 4.74 0.06
68 adlSndf Blup S7 3174860 7 19.63 5.59 0.01
69 adlSndf 2015 S7 5331205 7 37.73 3.64 0.01
70 adlSndf 2014 S7 9846377 7 54.52 7.09 0.15
71 adlSndf 2015 S7 58487675 7 96.96 7.25 0.03
72 adlSndf 2014 S7 58593229 7 97.55 6.3 0.07
73 adlSndf Blup S7 58680185 7 98.04 8.35 0.01
74 adlSndf Blup S7 59449779 7 102.35 5.48 0.02
75 adlSndf Blup S8 49985279 8 92.26 4.06 0.01
76 adlSndf 2014 S9 55114325 9 105.63 4.22 0.10
77 adlSndf 2015 S9 57381937 9 113.62 3.85 0.01
78 CBW 2014 S1 217818 1 0.69 4.49 0.89
79 CBW 2014 S1 4758561 1 14.11 3.58 0.79
80 CBW Blup S1 6395952 1 16.97 4.21 0.17
81 CBW Blup S1 12905189 1 35.73 3.59 0.10
82 CBW 2015 S1 52517294 1 99.42 3.84 1.07
83 CBW 2014 S1 53642880 1 104.07 4.08 0.99
84 CBW 2014 S2 65658115 2 127.94 4.68 1.50
85 CBW 2014 S3 33491528 3 70.56 4.31 0.57
85 CBW Blup S3 33491528 3 70.56 6.09 0.11
86 CBW 2015 S3 50502868 3 76.01 4.12 0.44
87 CBW 2014 S3 57304052 3 102.45 4.86 0.60
88 CBW Blup S4 51875609 4 78.09 3.55 0.17
89 CBW 2015 S4 60092067 4 108.57 4.03 0.29
90 CBW 2014 S4 62792639 4 118.79 4.29 0.63
91 CBW 2015 S6_838601 6 2.91 4.34 0.27
92 CBW Blup S6_ 51019555 6 74.33 3.61 0.04
93 CBW 2014 S6 51632199 6 77.24 5.05 0.50
94 CBW 2014 S7 9721308 7 54.50 7.52 1.01
95 CBW 2014 S7 55960369 7 80.55 6.61 0.61
96 CBW 2014 S8 17181814 8 51.11 6.48 1.42
97 CBW Blup S8 42922042 8 63.70 3.78 0.05
98 CBW 2014 S8 44450024 8 66.13 6.13 1.35
99 CBW 2015 S9 1065779 9 5.44 5.37 0.71
99 CBW Blup S9 1065779 9 5.44 43 0.09
100 CBW 2014 S9 10240092 9 52.74 4.13 0.43
101 CBW Blup S9 49461317 9 72.22 3.42 0.23
102 CBW 2014 S9 54879230 9 104.72 5.75 1.46
103 CBW 2014 S10 17105459 10 66.24 6.13 0.80
104 cbwSndf 2014 S1 12968630 1 36.08 5.84 1.33
105 cbwSndf 2014 S1 73187662 1 177.98 5.85 0.27
106 cbwSndf 2014 S2 58535259 2 95.47 18.28 4.49
107 cbwSndf 2014 S2 63875154 2 124.54 17.14 3.83
108 cbwSndf 2015 S3 62430451 3 124.47 3.45 0.06
109 cbwSndf 2014 S3 72386632 3 156.38 35.29 6.95
110 cbwSndf 2014 S4 53063567 4 83.06 5.01 0.74
111 cbwSndf 2015 S4 57271277 4 98.73 3.62 0.04
112 cbwSndf 2014 S4 59030008 4 106.05 10.08 1.00
113 cbwSndf 2014 S4 62792639 4 118.79 14.44 0.59
114 cbwSndf 2014 S5 639198 5 2.24 8.72 0.89
115 cbwSndf 2015 S5 1579656 5 5.75 4.11 0.04
116 cbwSndf 2014 S5 7084773 5 41.44 6.28 0.27
117 cbwSndf 2015 S6 256309 6 0.80 4.25 0.06
118 cbwSndf 2015 S6_15090432 6 27.80 3.68 0.13
119 cbwSndf 2014 S7 2103077 7 12.93 6.27 0.81
120 cbwSndf 2014 S7 9846377 7 54.52 12.41 1.16
121 cbwSndf 2014 S7 54351609 7 72.30 10.7 0.31
122 cbwSndf 2015 S7 55182396 7 76.56 8.34 0.10
123 cbwSndf 2015 S7 55410965 7 77.73 6.63 0.10
123 cbwSndf Blup S7 55452838 7 77.95 14.25 0.03
124 cbwSndf Blup S7 59894055 7 104.57 6.48 0.02
125 cbwSndf 2014 S8 46183403 8 72.08 9.92 0.84
126 cbwSndf 2014 S8 55221495 8 123.30 7.18 0.29
127 cbwSndf 2014 S9 4126488 9 32.81 14.61 1.02
128 cbwSndf 2014 S9 54871441 9 104.69 7.71 1.13
129 cbwSndf 2014 S10 17105459 10 66.24 18.92 0.66
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130 cvs 2014 S1 217818 1 0.69 6.12 1.15
131 cvs 2014 S1 4758561 1 14.11 4.34 0.97
132 cvs 2015 S1 52517294 1 99.42 4.12 1.02
133 cvs 2014 S1 55369811 1 114.54 5.1 0.84
134 cvs 2014 S1 71977041 1 173.89 3.81 0.98
135 cvs 2014 S2 2670693 2 13.49 3.5 0.53
136 cvs 2014 S2 65658115 2 127.94 4.14 1.31
137 cvs 2015 S3 29496218 3 70.45 4.28 0.37
138 cvs Blup S3 33491528 3 70.56 7.29 0.08
139 cvs 2015 S3 50502868 3 76.01 4.68 0.45
140 cvs 2014 S3 57304052 3 102.45 5.63 0.77
141 cvs 2014 S3 67094061 3 135.85 3.38 0.45
142 cvs 2015 S4 60092067 4 108.57 3.84 0.22
143 cvs 2014 S4 61197863 4 111.99 4.54 1.17
144 cvs 2015 S5 60170063 5 118.87 3.53 0.39
145 cvs 2015 S6_838601 6 2.91 3.98 0.22
146 cvs Blup S6_ 51482108 6 76.52 4.01 0.03
147 cvs 2014 S6 51632199 6 77.24 4.36 0.50
148 cvs Blup S6 61771295 6 116.38 3.46 0.03
149 cvs 2014 S7 9846377 7 54.52 9.37 2.17
150 cvs 2014 S7 55208247 7 76.69 4.63 0.64
151 cvs 2015 S7 60660307 7 108.36 3.29 0.26
152 cvs 2014 S8 17181814 8 51.11 591 1.44
153 cvs Blup S8 53962857 8 117.57 3.94 0.03
154 cvs 2015 S9 1065779 9 5.44 5.54 0.67
154 cvs Blup S9 1065779 9 5.44 4.38 0.08
155 cvs 2014 S9 4126488 9 32.81 5.83 1.18
156 cvs 2014 S9 54871441 9 104.69 7.37 2.04
157 cVs 2014 S10 17105459 10 66.24 3.87 0.60
158 cvsSndf 2014 S1 55222321 1 113.53 6.32 0.35
159 cvsSndf 2014 S2 2291378 2 11.25 6.7 0.37
160 cvsSndf 2014 S2 57857971 2 91.14 19.36 2.60
161 cvsSndf 2014 S2 64624739 2 125.62 6.82 2.24
162 cvsSndf 2015 S3 19141114 3 64.91 5.4 0.07
163 cvsSndf Blup S3 33491528 3 70.56 3.6 0.00
164 cvsSndf 2015 S3 50502868 3 76.01 6.38 0.07
165 cvsSndf Blup S3 51364624 3 77.95 3.64 0.01
166 cvsSndf 2014 S3 56730697 3 98.68 6.02 0.35
167 cvsSndf 2014 S3 72386632 3 156.38 13.64 3.32
168 cvsSndf 2014 S4 2324630 4 8.76 15.04 1.75
169 cvsSndf 2015 S4 12151571 4 53.58 3.39 0.07
170 cvsSndf 2014 S4 59030008 4 106.05 6.89 0.89
171 cvsSndf 2014 S4 62742484 4 118.52 10.87 0.97
172 cvsSndf 2014 S4 66826922 4 140.57 12.41 1.40
173 cvsSndf 2014 S5 3172402 5 16.93 7.06 0.75
174 cvsSndf 2014 S5 61714300 5 123.59 6.22 0.39
175 cvsSndf 2015 S5 62104033 5 124.30 4.16 0.12
176 cvsSndf 2015 S6 3279540 6 18.90 4.26 0.14
177 cvsSndf 2015 S6 52444694 6 81.08 8.05 0.09
178 cvsSndf 2015 S7 1142296 7 6.81 4.9 0.04
179 cvsSndf Blup S7 1240265 7 7.44 3.52 0.01
180 cvsSndf 2014 S7 9846377 7 54.52 40.58 3.23
181 cvsSndf Blup S7 55208247 7 76.69 5.09 0.01
182 cvsSndf 2014 S7 58908922 7 99.32 16.09 2.55
183 cvsSndf 2014 SO 4126488 9 32.81 29.87 1.98
184 cvsSndf 2014 SO 54871441 9 104.69 30.49 3.95
185 cvsSndf Blup S9 56711089 9 111.50 4.74 0.01
186 cvsSndf 2014 S9 59171325 9 121.97 10.65 1.31
187 cvsSndf Blup S10 2096418 10 10.89 4.13 0.01
188 cvsSndf 2014 S10 2274895 10 11.87 6.84 0.79
189 cvsSndf 2014 S10 17105459 10 66.24 5.94 0.39
190 hemi 2014 S1 205605 1 0.65 6.13 0.43
190 hemi Blup S1 205605 1 0.65 4.34 0.05
191 hemi 2014 S1 4758561 1 14.11 5.37 0.46
192 hemi Blup S1 6395952 1 16.97 4.5 0.06
193 hemi Blup S1 12613668 1 34.09 3.61 0.04
194 hemi 2014 S1 53562386 1 103.71 5.85 0.41
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195 hemi 2015 S1 53949905 1 105.78 3.85 0.32
196 hemi Blup S1 71291859 1 171.37 3.59 0.03
197 hemi 2014 S2 2291378 2 11.25 4.4 0.27
198 hemi 2014 S2 65658115 2 127.94 7.03 0.80
199 hemi 2014 S3 57503267 3 103.76 4.37 0.24
200 hemi Blup S4 51869581 4 78.05 4.66 0.06
201 hemi 2014 S4 62792639 4 118.79 8.63 0.46
202 hemi 2014 S5 403252 5 1.36 6.06 0.39
203 hemi Blup S5 55739226 5 97.58 3.88 0.03
204 hemi 2014 S6 51632199 6 77.24 4.28 0.12
205 hemi Blup S7 2226391 7 13.70 4.81 0.04
206 hemi 2014 S7 9721308 7 54.50 16.18 0.76
207 hemi 2015 S7 55120635 7 76.24 5.73 0.15
208 hemi 2015 S7 59892688 7 104.56 6.08 0.17
209 hemi Blup S7 62299584 7 116.30 4.41 0.11
210 hemi 2014 S7 63676581 7 122.01 4.39 0.24
211 hemi 2014 S8 17181814 8 51.11 9.48 0.75
212 hemi Blup S8 49985279 8 92.26 4.85 0.06
213 hemi Blup S8 55222869 8 123.31 6.63 0.05
214 hemi 2015 S9 1203433 9 6.23 3.6 0.17
215 hemi Blup S9 2785305 9 18.98 4.9 0.07
216 hemi 2014 S9 4126488 9 32.81 6.8 0.47
217 hemi Blup S9 49461300 9 72.22 4.13 0.09
218 hemi 2014 S9 55364012 9 106.67 7.33 0.46
219 hemi Blup S9 56711089 9 111.50 4.54 0.10
220 hemi 2015 S10 643358 10 3.34 4.04 0.10
221 hemi Blup S10 761863 10 3.95 3.99 0.02
222 hemi 2014 S10 17105459 10 66.24 9.68 0.47
223 hemiSndf Blup S1 911933 1 2.63 6.95 0.04
224 hemiSndf Blup S1 4758561 1 14.11 6.79 0.02
225 hemiSndf 2014 S1 12968630 1 36.08 6.91 1.57
226 hemiSndf Blup S1 18169118 1 58.60 431 0.02
227 hemiSndf 2014 S1 72567090 1 175.88 9.05 0.40
228 hemiSndf 2014 S2 58535259 2 95.47 19.03 4.95
229 hemiSndf 2014 S2 61951410 2 117.77 10.23 1.99
230 hemiSndf Blup S3 61320574 3 121.90 4.18 0.03
230 hemiSndf Blup S3 61320574 3 132.92 4.18 0.03
231 hemiSndf 2014 S3 72386632 3 156.38 35.08 7.39
232 hemiSndf Blup S4 7322069 4 28.89 3.5 0.01
233 hemiSndf 2014 S4 53063567 4 83.06 7.51 1.00
234 hemiSndf Blup S4 53384679 4 84.31 4.74 0.01
235 hemiSndf 2014 S4 59030008 4 106.05 6.65 0.55
236 hemiSndf 2014 S4 62792639 4 118.79 9 0.42
237 hemiSndf 2015 S5 2201209 5 9.73 3.33 0.05
238 hemiSndf 2014 S5 8397100 5 46.00 5.89 0.26
239 hemiSndf 2015 S5 9657528 5 49.75 3.37 0.10
240 hemiSndf 2014 S5 55445320 5 96.07 8.09 0.38
241 hemiSndf 2015 S6 256309 6 0.80 4.58 0.07
242 hemiSndf 2014 S6 2419500 6 11.23 9.08 0.37
243 hemiSndf 2015 S6 51940421 6 78.70 4.13 0.17
244 hemiSndf Blup S7 1979500 7 12.15 3.87 0.01
245 hemiSndf 2014 S7 2989217 7 18.48 5.01 0.62
246 hemiSndf 2014 S7 9846377 7 54.52 10.24 0.73
247 hemiSndf 2015 S7 55182396 7 76.56 4.99 0.06
248 hemiSndf Blup S7 55960361 7 80.55 4.49 0.01
249 hemiSndf 2015 S7 59812781 7 104.16 4.93 0.10
250 hemiSndf 2014 S8 792266 8 4.45 4.85 0.33
251 hemiSndf Blup S8 42922042 8 63.70 5.63 0.01
252 hemiSndf 2014 S8 45736514 8 69.86 6.57 0.63
253 hemiSndf 2014 S8 55244689 8 123.44 4.5 0.26
254 hemiSndf Blup S9 1837024 9 10.61 4.59 0.01
255 hemiSndf 2014 S9 4126488 9 32.81 6.06 0.43
256 hemiSndf 2014 S9 15340014 9 56.10 5.04 0.22
257 hemiSndf Blup S9 49461301 9 72.22 4.51 0.03
258 hemiSndf Blup S9 56711089 9 111.50 3.79 0.02
259 hemiSndf Blup S10 7742027 10 42.88 3.38 0.01
260 hemiSndf 2014 S10 17105459 10 66.24 7.42 0.34
261 hemiSndf 2014 S10 49920321 10 77.10 6.04 1.03
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262 inndfd 2014 S2 1252143 2 5.95 6.5 2.06
263 inndfd Blup S3 14961414 3 62.10 3.26 0.05
264 inndfd 2015 S3 16628947 3 63.22 4.83 0.34
265 inndfd Blup S4 62328451 4 116.29 33 0.02
266 inndfd 2014 S5 6151462 5 36.17 3.79 1.24
267 inndfd 2014 S5 49019811 5 72.86 4.82 1.93
268 inndfd 2015 S6_ 1806235 6 6.42 3.31 0.17
269 inndfd 2014 S6_ 49320060 6 69.44 5.69 1.06
269 inndfd Blup S6_49320060 6 69.44 7.14 0.02
270 inndfd 2015 S6_ 51026409 6 74.36 5.73 0.27
271 inndfd 2014 S6_ 59721507 6 110.11 5.02 1.70
272 inndfd Blup S7 2919632 7 18.05 5.58 0.10
273 inndfd 2015 S7 5117558 7 36.14 4.8 0.53
274 inndfd 2014 S7 9721308 7 54.50 6.84 2.29
275 inndfd 2014 S7 55452838 7 77.95 7.88 2.31
276 inndfd 2015 S7 58487675 7 96.96 8.05 0.38
277 inndfd Blup S7 58593229 7 97.55 8.81 0.04
278 inndfd 2014 S7 59894055 7 104.57 11.76 3.03
279 inndfd 2014 S8 13480611 8 49.40 4.29 1.38
280 inndfd 2014 S8 51774965 8 103.41 9.67 2.88
280 inndfd Blup S8 51774965 8 103.41 3.58 0.06
281 inndfd 2014 S10 932575 10 4.84 6.17 2.43
282 inndfd Blup S10 10421454 10 54.99 4.84 0.09
283 inndfd 2014 S10 11155900 10 58.24 8.86 2.81
284 MAT Blup S1 1921019 1 5.60 10.51 0.03
285 MAT 2014 S1 11786191 1 29.28 4.55 0.11
286 MAT 2015 S1 13314928 1 38.02 34 0.09
287 MAT 2014 S1 57758029 1 128.41 4.23 0.10
288 MAT 2015 S2 1106921 2 5.19 4.43 0.10
289 MAT 2014 S2 59725258 2 102.57 5.83 0.12
290 MAT 2014 S2 72784392 2 151.79 3.86 0.08
291 MAT 2014 S3 59145302 3 112.61 4.65 0.14
292 MAT Blup S3 61153174 3 121.51 6.36 0.02
293 MAT 2014 S3 65402245 3 131.51 4.35 0.08
294 MAT Blup S4 8220598 4 33.57 4.7 0.01
295 MAT Blup S4 52951489 4 82.63 6.63 0.01
296 MAT 2015 S5 1973052 5 8.26 4 0.06
297 MAT 2014 S5 6649360 5 38.98 6.12 0.12
298 MAT 2014 S5 49327487 5 73.78 3.85 0.07
299 MAT 2015 S5 60113323 5 118.66 4.18 0.11
300 MAT 2014 S6 53273664 6 84.32 4.21 0.07
301 MAT 2015 S6_ 59043460 6 107.89 491 0.09
301 MAT 2014 S6_ 59059786 6 107.94 4.43 0.10
302 MAT Blup S7 1979500 7 12.15 6.43 0.02
303 MAT 2014 S7 55196102 7 76.63 6.94 0.04
304 MAT 2015 S7 55667891 7 79.05 4.72 0.04
305 MAT Blup S7 62379810 7 116.68 5.53 0.03
306 MAT 2014 S7 63320124 7 119.71 3.7 0.07
307 MAT Blup S8 49985279 8 92.26 7.3 0.03
308 MAT Blup S8 54801975 8 120.82 8.05 0.01
309 MAT 2015 S9 51021466 9 84.64 5.21 0.13
310 MAT Blup S9 56711089 9 111.50 6.75 0.01
311 MAT 2015 S9 57438983 9 113.80 4.17 0.18
312 MAT 2014 S10 2388340 10 12.75 3.9 0.07
313 MAT Blup S10 17104636 10 66.24 4.23 0.01
314 MAT 2015 S10 54387299 10 97.72 5.54 0.15
315 MAT 2015 S10 60084853 10 129.89 3.65 0.07
316 NDF 2014 S1 854618 1 2.48 7.5 4.27
317 NDF 2014 S1 4758561 1 14.11 6.39 4.27
318 NDF Blup S1 51820309 1 96.56 3.35 0.38
319 NDF 2015 S1 52709577 1 100.21 4.12 2.97
320 NDF 2014 S1 55369811 1 114.54 7.17 3.58
321 NDF 2014 S1 71977041 1 173.89 10.58 7.39
322 NDF 2014 S1 73317415 1 178.42 4.63 3.41
323 NDF 2014 S2 65658115 2 127.94 8.51 9.25
324 NDF 2015 S3 29496218 3 70.45 3.51 0.87
325 NDF Blup S3 33491528 3 70.56 5.97 0.22
326 NDF 2014 S3 57304052 3 102.45 4.71 1.68
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327 NDF 2014 S3 68853986 3 140.38 3.93 3.75
328 NDF 2015 S4 60092067 4 108.57 3.92 0.71
329 NDF 2014 S4 61197863 4 111.99 6.4 5.18
330 NDF 2014 S5 3314616 5 18.06 4.26 2.44
331 NDF 2014 S5 55456927 5 96.13 4.57 3.35
332 NDF 2015 S6_838601 6 2.91 3.76 0.61
333 NDF 2014 S6 2545524 6 12.35 5.89 3.72
334 NDF Blup S6_ 51482108 6 76.52 5.19 0.10
335 NDF 2014 S6 51632199 6 77.24 6.82 3.32
336 NDF Blup S6 61771295 6 116.38 3.58 0.10
337 NDF 2014 S7 9846377 7 54.52 11.82 8.67
338 NDF 2014 S7 55208247 7 76.69 3.97 2.20
339 NDF 2015 S7 60660246 7 108.36 4.22 0.93
340 NDF 2014 S8 17181814 8 51.11 9.3 6.90
341 NDF Blup S8 53962857 8 117.57 3.88 0.11
342 NDF 2015 S9 1065779 9 5.44 5.16 1.96
342 NDF Blup S9 1065779 9 5.44 43 0.27
343 NDF 2014 S9 4126488 9 32.81 4.34 3.22
344 NDF 2014 S9 54871441 9 104.69 6.49 6.32
345 NDF 2014 S10 56095271 10 106.76 3.68 1.84
346 SMO 2015 S1 52517294 1 99.42 4.66 3.69
347 SMO 2015 S3 19679186 3 65.28 3.59 1.04
347 SMO Blup S3 20979230 3 66.15 5.7 0.32
348 SMO Blup S3 33491528 3 70.56 6.64 0.35
349 SMO 2014 S3 50502868 3 76.01 6.41 3.29
350 SMO 2015 S3 19679186 3 76.01 3.59 1.04
351 SMO 2014 S3 66599752 3 134.58 4.73 1.39
352 SMO 2014 S3 68858653 3 140.40 4.88 2.63
353 SMO 2015 S4 60092067 4 108.57 3.61 0.66
354 SMO 2015 S6 914672 6 3.19 4.54 0.87
355 SMO Blup S6_ 51026409 6 74.36 7.06 0.17
356 SMO 2015 S6 51596069 6 77.06 3.55 0.77
356 SMO 2014 S6 51632199 6 77.24 10.22 2.22
357 SMO 2014 S7 55960369 7 80.55 6 2.13
358 SMO 2014 S7 59696578 7 103.59 4.19 1.32
359 SMO Blup S8 53962857 8 117.57 3.51 0.12
360 SMO 2015 S9 1065779 9 5.44 6.18 2.57
361 SMO 2014 S9 1848781 9 10.70 4.35 1.81
362 SMO Blup S9 2163743 9 13.21 3.91 0.18
363 SMS 2015 S1 52517294 1 99.42 5.16 3.85
364 SMS 2015 S3 19679186 3 65.28 3.5 0.91
365 SMS Blup S3 20979230 3 66.15 3.89 0.18
366 SMS Blup S3 33491528 3 70.56 4.67 0.20
367 SMS 2014 S3 50440461 3 75.87 5.25 2.55
368 SMS 2014 S3 68858653 3 140.40 5.31 2.89
369 SMS 2015 S4 60092067 4 108.57 3.82 0.68
370 SMS 2015 S6 914672 6 3.19 4.59 0.85
371 SMS 2015 S6_ 51596069 6 77.06 4.04 0.87
371 SMS Blup S6 51596069 6 77.06 8.48 0.20
371 SMS 2014 S6 51632199 6 77.24 11.35 2.44
372 SMS 2014 S7 9721308 7 54.50 4.61 2.13
373 SMS 2014 S7 55960369 7 80.55 7.2 2.56
374 SMS 2014 S7 59696578 7 103.59 5.67 2.02
375 SMS Blup S8 53962857 8 117.57 33 0.11
376 SMS 2015 S9 1065779 9 5.44 5.91 2.36
377 SMS 2014 S9 1848781 9 10.70 3.56 1.57
378 SMS Blup S9 2163743 9 13.21 3.8 0.12




Analyse des déterminants génétiques contrélant la production et la composition de la
tige chez le sorgho. Intégration des approches bi-et multiparentales

Le sorgho est une des especes de céréales les plus importantes au niveau mondial en termes d’alimentation humaine et animale. En
outre, de nouvelles voies de valorisations liées a son haut potentiel de production de biomasse émergent (énergie, biomatériaux)
avec des possibilités d’applications aux niveaux des pays du Nord et du Sud. L’identification des facteurs génétiques controlant la
variabilité de la production et de la qualité de la biomasse est un des vecteurs de développement de variétés adaptées aux différentes
utilisations. Actuellement, seule une vision partielle de 'architecture génétique de la production et de la qualité de la biomasse est
disponible, pénalisant I'efficacité des programmes de sélection. Les principales raisons qui peuvent étre évoquées sont : I'utilisation
quasi exclusive de populations a base génétique treés étroite (population biparentales correspondant a des idéotypes peu divers) et
un manque de compréhension des interactions existantes entre la qualité de la biomasse et la phénologie. Dans ce contexte, cette
thése s’est articulée autour de 3 objectifs : i) apporter une meilleure compréhension du déterminisme génétique de la durée du cycle
« semis - floraison » et de la hauteur des plantes dans le contexte de variétés sensibles a la photopériode, lesquelles ont été
relativement peu travaillées jusqu’a présent , ii) analyser les interactions entre la qualité de la biomasse, la croissance en hauteur, la
durée du cycle et la sensibilité a la photopériode et iii) affiner notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
variation de la qualité de la biomasse. Pour mener a bien ces analyses, deux populations de cartographie biparentales, un panel de
diversité correspondant aux 35 parents d’un schéma de croisement multiparental (Backcross Nested Association Mapping) ainsi
que leurs descendances (29 populations totalisant environ 1200 BC1F4) ont été caractérisés en termes de croissance, de phénologie
et de qualité de la biomasse. L’analyse du déterminisme génétique de la phénologie couplée a une approche de modélisation
écophysiologique a permis la mise en évidence d’une région chromosomique contrélant une large part de la variabilité de la
photopériode critique. Le gene ELF3 pour lequel plusieurs évidences fonctionnelles ont été mises en évidence chez d’autres espéces,
est un candidat potentiel pour expliquer cet effet. Outre une large convergence entre les zones détectées pour la phénologie au sein
de cette these et les études précédentes, une forte instabilité des zones détectées en fonction des conditions environnementales
(dates de semis, année) a été mise en évidence. L’analyse des relations entre la qualité de la biomasse, la croissance en hauteur, la
précocité et la sensibilité a la photopériode a mis en évidence des effets important du nanisme et de la date de semis sur la
composition des tiges et des relations entre ses composantes. En outre, des différences de réactions a la variabilité des dates des
semis ont été observées en fonction de la sensibilité a la photopériode des génotypes considérés. Enfin, la caractérisation de la
composition biochimique des tiges (teneur en cellulose, en hémicellulose et en lignine des parois) au sein des 29 populations BC1F4,
amis en évidence de nombreuses zones chromosomiques pour lesquelles des genes potentiellement causatifs ont été proposés. Ces
analyses ont permis d’alimenter un répertoire de régions chromosomiques controlant les caracteres cibles de la sélection. Les
potentialités de ces résultats et des populations développées (bi- et multiparentales) dans le contexte de la sélection ainsi que de la
validation des genes sous-jacents a ces zones sont discutées.

Genetic determinism of stem biomass production and composition in sorghum.
Integrating bi- and multi-parental designs

Sorghum ranks fifth in terms of grain production at the worldwide level. It contributes to food security in the developing countries
and provides a significant share of the animal caloric intake. In addition, sorghum is expected to contribute significantly to the
emerging energy and biomaterial value chains. In this context, identification of the genetic factors controlling biomass production
and quality is of crucial interest to develop varieties fitting the expectations of the different uses. Currently only a partial vision of
the genetic architecture of biomass production and quality is available, hampering optimal breeding efficiencies. This can be
explained by a limited use of the genetic diversity pool to dissect the genetic control of the traits of interest (mainly restricted to
non-photoperiod sensitive varieties until now) and a limited understanding of the relationships between biomass production (largely
driven by phenology variability) and quality. In this context, this PhD aimed at i) providing a better understanding of the genetic
bases of flowering and height variabilities using photoperiod sensitive genetic material ii) disentangling the interactions between
biomass quality, height, cycle duration and photoperiod sensitivity and iii) refining our understanding of the molecular mechanisms
involved in the variation in biomass quality. To tackle these challenges, two biparental QTL mapping populations, a diversity panel
including 35 parents of a Backcross Nested Association Mapping design and a subset of their progenies (29 populations
encompassing a total of 1200 BC1F4) were characterized for their phenology, growth and biomass composition. The analysis of
the genetic determinism of phenology coupled with an ecophysiological modeling approach, revealed a chromosomic region
controlling a large part of the variability (60%) of critical photoperiod (a component of cycle duration). The gene ELF3, for which
functional evidence of impact on photoperiod sensitivity is available in other species can be proposed as a functional driver of the
variability induced by this region. Although a significant proportion of the genomic regions detected in this study have already been
revealed in previous studies, several new regions have been discovered, underlying the interest of multiparental based designs.
Phenology analyses over different sowing dates highlighted the complexity of the genetic determinism of this trait through the
detection of genomic regions with variable effects. In depth analyses of biomass quality relationships with height, precocity and
photoperiod sensitivity underlined strong dwarfism and sowing dates effects on the components of biomass quality and their
relationships. In addition, different behaviors of photoperidiod sensitive and insensitive genotypes to delayed sowing dates have
been observed. Finally, characterization of stem biochemical composition (cellulose, hemicellulose and lignin content of the cell
walls) on the 29 BC1F4 populations, revealed numerous chromosomic regions with variable effects. Putative candidate genes from
these regions of interest have been oppreed Theee analvees pariched a lihrary af recinne imnactina the heeedina taraets linked to
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